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klaczy inwazyjnych roslin leczniczych z rodzaju Reynoutria oraz ich aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowa i przeciwutleniajaca”.

Przedlozona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Katedrze i Zaktadzie Biologii 1
Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod kierunkiem Promotora,
Pana prof. dr. hab. Adama Matkowskiego oraz Promotora pomocniczego, Pana dr. Sylwestra

Slusarczyka.

Wryniki pracy doktorskiej stanowia istotny wktad w cykl 3 spéjnych tematycznie publikacji o
lacznym wspétczynniku oddziatywania IF=7.486. Badania prowadzone przez Doktorantke byly
finansowane z ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji nr.
DEC-2012/07/N/NZ7/02420 w ramach grantu PRELUDIUM oraz w ramach grantu OPUS
2011/03/B/NZ9/04763.

Gléwnymi kierunkami zawartych w pracy doktorskiej zainteresowan badawczych Pani mgr
Izabeli Nawrot-Hadzik bylo opracowanie i zwalidowanie metody analitycznej do jednoczesnego
oznaczenia ilociowego zwiazkéw istotnych dla réznicowania Reynoutria japonica, R.
sachalinensis i R. x bohemica, oznaczenie skladu fitochemicznego otrzymanych wyciggéw i frakeji
z klaczy rdestowcéw z jednoczesnym zbadaniem ich aktywnosci antyoksydacyjnej oraz
wykorzystanie metod statystycznych w celu wyjasnienia wplywu zidentyfikowanych zwiazkéw na
aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow i frakcji, jak réwniez zweryfikowanie, w oparciu o
tradycyjne zastosowanie w ziololecznictwie Azji Wschodniej, dzialania przeciwbakteryjnego

ekstraktéw z klaczy rdestowcow wobec szezepdw bakterii odpowiedzialnych za powstawanie
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préchnicy oraz okreslenie ich cytotoksycznosci w stosunku do fibroblastow pozyskanych z jamy

ustnej pacjenta.

W ostatnich latach ponownie wzrosto zainteresowanie substancjami pochodzenia roslinnego,
ktére moga byé potencjalnymi, obiecujacymi terapeutykami w profilaktyce i leczeniu miedzy
innymi choréb infekcyjnych (bakteryjnych, wirusowych), pasozytniczych czy grzybiczych.
Wchodzace w sklad wyciagédw roslinnych metabolity sa zréznicowane zar6wno pod wzgledem
aktywnosci jak i budowy chemicznej, dlatego w okresleniu sktadu jak i standaryzacji i kontroli
jakosci produktéw pochodzenia roslinnego kluczowa role odgrywa analiza fitochemiczna.
Opracowanie odpowiedniej metodyki, ktéra pozwolitaby na identyfikacje i/lub wyizolowanie jak
najwiekszej ilosci zwiazkow biologicznie czynnych, a takze mozliwo$¢ zastosowania jej przy
prawidlowej identyfikacji materiatu roslinnego stosowanego w lecznictwie, jest niezwykle istotne.
Klacze rdestowca ostrokonczystego (Reynoutria japonica Houtt.) jest dobrze poznanym
fitochemicznie surowcem farmakopealnym, stosowanym w leczeniu choréb o podiozu zapalnym w
Tradycyjnej Medycynie Chinskiej. Na terenie Polski, oprocz R. japonica wystepuja R. sachalinensis
i mieszaniec R. x bohemica, wykazujace duze podobiefistwo morfologiczne do taksonu
farmakopealnego. Farmakopea Europejska przy identyfikacji surowca przewiduje oznaczenie
zawartoéci  tylko dwoéch zwiazkéw — emodyny i polidatyny dwiema metodami

chromatograficznymi.

Podjecie przez mgr Izabele Nawrot-Hadzik badan nad zoptymalizowaniem metodyki
analitycznej pozwalajgcej na oznaczenie w surowcach wigkszej ilosci zwigzkéw shuzacych do
potwierdzenia tozsamodci i standaryzacji badanych gatunkow, jak rowniez analizy skladu
fitochemicznego i zweryfikowania dzialania przeciwbakteryjnego wyciagow z kigczy rdestowcow,

nalezy uzna¢ za uzasadnione.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska stanowi 121 stronicowy maszynopis podzielony
na cztery gléwne rozdzialy, w ramach ktorych Autorka wyodrebnita odpowiednio zaplanowane
podrozdziaty. Uzupelnieniem opisu sg 3 rysunki i 11 tabel opracowanych w sposOb  przejrzysty,
logiczny i estetyczny. Tekst napisany jest poprawnie zaréwno pod wzgledem stylistycznym, jak i
logicznej kompozycji.

Oceniana dysertacja zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, stanowiace zwigzly
i usystematyzowany opis, ktory pozwala na zapoznanie si¢ ze stawiang hipotezg badawczg, celem i
wynikami badan.

We Wstepie stanowigcym cze$é teoretyczna, Doktorantka zapoznaje czytelnika z gatunkami

Reynoutria, akcentujac braki w dotychczas przeprowadzonych badaniach. Nastepnie, na 28 stronach



Autorka umiejetnie przedstawita charakterystyke botaniczna badanych gatunkéw z uwzglednieniem
pozycji taksonomicznej i obszarem wystepowania, a takze dotychczasowy stan badan odnosnie
sktadu chemicznego oraz whasciwosci i zastosowan w lecznictwie. Istotnym elementem tej czgscl
rozprawy jest podrozdzial dotyczacy réznorodnosci fitochemicznej, w ktérym Pani magister
dokonata dokladnego podsumowania literatury dotyczacej chemizmu kigczy rdestowcow
zamieszczajac wiasne wyniki w tym kierunku.

Doktorantka odwotata sie do 91 pozycji literaturowych, nie liczac tgcznie 98 cytacji w trzech
publikacjach tworzacych cykl. Pismiennictwo zostato dobrane w sposéb odpowiedni, pochodzi z
lat 1954 — 2019 i dotyczy bada podjetych w dysertacji.

W kolejnym rozdziale Pani mgr I. Nawrot-Hadzik zamiescita kopie trzech publikacji
stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej, poprzedzone zwiezlym i przejrzystym omdéwieniem
metodyki, dostosowanej do postawionego celu pracy, oraz wynikéw badan. Doktorantka
zaplanowala i przeprowadzita analize fitochemiczna kiaczy gatunku farmakopealnego Reynoutria
Jjaponica oraz morfologicznie podobnych, stabo poznanych R. sachalinensis i mieszanca R. x
bohemica. Opracowata zwalidowana metode analityczng umozliwiajgca jednoczesne oznaczenie
iloéciowe zwiazkéw istotnych dla réznicowania badanych taksonow, w tym rowniez zbadanie
réwnowaznoéci surowca farmakopealnego pochodzacego z Chin i z Polski. Zbadata ponadto
aktywno$¢ antyoksydacyjng ekstraktow z klaczy 1 wplyw poszczegblnych zwiazkéw chemicznych
na catkowity potencjal antyoksydacyjny z wykorzystaniem metod statystycznych, a takze
aktywno$é przeciwbakteryjna wyciggéow acetonowych.

W materiat do badan Autorka zaopatrzyla si¢ samodzielnie na stanowiskach naturalnych
(materiat pordwnawczy surowca farmakopealnego zostal zakupiony w aptece w Chinach), zgodnie
z najlepsza metodyka botaniczna, z zachowaniem informacji o stanowisku, rewizja oznaczenia
gatunkéw oraz zdeponowaniem okazéw dowodowych w zielniku Ogrodu Botanicznego Roslin
Leczniczych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, co zostato kazdorazowo zaznaczone w
metodyce manuskryptow.

Lista nowosci w ocenianej rozprawie doktorskiej jest pokazna. Przede wszystkim zaliczy¢ tu
nalezy stwierdzenie po raz pierwszy w badanych gatunkach zwiazkéw z klasy glikozydow
diantronow, disacharydowych estrow fenylopropanoidéw, pochodnych kwasu
hydroksycynamonowego i oligomeréw ligniny. Doktorantka po raz pierwszy zidentyfikowata
rowniez procyjanidyny o wysokim stopniu polimeryzacji w ktaczach R. sachalinensis i R. x
bohemica, a takze potwierdzita ich obecno$¢ w kiaczach R. japonica. Na dodatkowy komentarz
zashuguje wyizolowanie przez mgr Nawrot-Hadzik czterech zwigzkow chemicznych, po raz
pierwszy stwierdzonych w badanych surowcach — hydropiperozydu, wanikozydu C, tataryzydu B i

nowopoznanego (3,6-O-di-p-kumarylo)-p-fruktofuranozylo-(2—1)-(2° -O-acetylo-6’-O-feruloilo)-
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B-glukopiranozydu. Dla wszystkich wyizolowanych zwiazkéw starannie zostaly przeanalizowane
widma magnetycznego rezonansu jadrowego 'H-NMR i C-NMR.

W ramach badah wiasnych, Pani mgr Izabela Nawrot-Hadzik przeprowadzila niezwykle
szczegblowa charakterystyke fitochemiczna ekstraktow wykonang z zastosowaniem metody
HPLC/UV/ESI-MS i HPLC-DAD-MS. Powyzsza metoda scharakteryzowata catkowicie lub
czesciowo struktury ponad 130 zwigzkéw z réznych grup chemicznych, ktore przedstawita w
opracowanych interesujaco trzech pracach opublikowanych na lamach renomowanych czasopism
JCR. Ten fakt §wiadczy o wysokich walorach naukowych prowadzonych przez Doktorantke badan,
wnoszacych istotny wklad w $wiatowa literature naukowa z obszaréw fitochemii. O poziomie
ekspertyzy badawczej Pani magister $wiadczy rowniez zaplanowanie i wykonanie badan in vitro w
kierunku aktywnosci antyoksydacyjnej i przeciwgrzybiczej kiaczy badanych gatunkow. Godnym
uwagi jest wykazanie przez Autorke, ze za silng aktywnosc¢ antyoksydacyjna odpowiedzialne sg nie
tylko, jak dotad sadzono, stilbeny, ale takze proantocyjanidyny obecne zar6wno w surowcu
farmakopealnym jak i dwéch pozostatych surowcach. Biorac pod uwage tradycyjne wykorzystanie
klaczy rdestowca ostrokoficzystego do utrzymania higieny jamy ustnej, kolejnym zrealizowanym z
sukcesem celem badan Doktorantki byla ocena aktywno$ci przeciwbakteryjnej wyciagow
acetonowych z klaczy R. japonica, R. sachalinensis i R. x bohemica wobec czterech szczepow
patogennych odpowiedzialnych za choroby w obrebie jamy ustnej, w tym za rozwdj préchnicy
zebow. Dzieki uzyskanym wynikom badan, Pani magister wskazala ekstrakt R. japonica jako
potencjalny $rodek antybakteryjny, ktéry mogiby si¢ okaza¢ pomocny w prewencji i leczeniu
préchnicy, jak réwniez w leczeniu choréb i uszkodzen dziasel.

Ostatni rozdzial rozprawy doktorskiej stanowia Zalaczniki, w ktérych Pani magister
zamie$cita o§wiadczenia wspélautoréw publikacji wehodzacych w przedstawiony do oceny cyKkl,
jak rowniez wykaz wszystkich publikacji Autorki. Dowiadujemy si¢ w nim, ze catkowity dorobek
naukowy Doktorantki stanowi 14 petnotekstowych prac w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR). Pani mgr Izabela Nawrot-Hadzik jest réwniez wspotautorem 30.
doniesiei prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych i krajowych. Sumaryczny
wspolczynnik oddzialywania Impact Factor réwny jest 17,632, co odpowiada 247 punktom
MNiSW.

Caloksztatt wynikéw ujetych w przedstawionej do oceny dysertacji jednoznacznie dowodzi,
ze przedsiewziecie badawcze, jakiemu stawila czota Doktorantka, zakoficzyto si¢ duzym sukcesem.
Dysertacja przygotowana jest starannie, opatrzona odpowiednig szata graficzng ulatwiajaca lepsze
przyswojenie duzej ilo$ci danych.

Reasumujac, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i graficznym praca spetnia

wszelkie wymagania stawiane doktoratom z zakresu nauk farmaceutycznych, a zawarta w niej tre$¢
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$wiadeczy o poziomie wiedzy i umiejetnosci Pani mgr Izabeli Nawrot-Hadzik, w pelni
kwalifikujacym jg do ubiegania si¢ o stopien doktora.

Czytajac przedlozong do oceny prace doktorska nasuneto mi sig nastepujace pytanie i
uwaga:
1. Na podstawie otrzymanych wynikow badan biologicznych dotyczgcych aktywnosci
przeciwbakteryjnej, Doktorantka mogta pokusi¢ si¢ o wyznaczenie indeksu terapeutycznego IT,
bedacego wskaznikiem bezpieczenstwa potencjalnego leku. Autorka wspomina ponadto o silnej
aktywnosci bojczej wyciagow R. japonica. Czy w zwiazku z tym podjeto jakie$ dzialania w celu

oceny ich bezpieczenstwa i profilu farmaceutycznego (wiasciwosci ADME-Tox)?

Natknetam sie réwniez na kilka drobnych uchybien redakcyjnych:

1. Strona 15 akapit 2 wiersz 8 — rdestwocow, powinno by¢ rdestowcéw, str. 17 akapit 1 wiersz 1 —
wydajnemy winno by¢ wydajnemu, str. 18 akapit 2 wiersz 5 — rdestwca powinno by¢ rdestowca,
str. 20 akapit 1 wiersz 20 — identyfokowanego zamiast identyfikowanego, str. 27 akapit 1 wiersz 5
— procyanidyn powinno by¢ procyjanidyn, str.29 akapit 1 wiersz 2 —badany powinno by¢ badanych,
str. 47 akapit 1 wiersz 6 — alkohol sinapylwy winno by¢ sinapylowy, str. 47 akapit 1 wiersz 17 -
(3,6-O-di-p-kumarylo)-B-fruktofuranozylo—(2—>1)-(2'—O-acetylo-6'—0-feruloilo)-B-glukopyranozyd
powinno by¢ (...)-p-glukopiranozyd.

Te drobne niedostatki nie wplywaja na moja wysoce pozytywna opini¢ na temat niniejszej

pracy doktorskiej.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Nawrot-Hadzik sktada si¢ z trzech prac naukowych
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, a ich sumaryczny wspoétczynnik
oddzialywania IF wynosi 7.486. Osiagniecie jako calo$¢ mozna okresli¢ jako nowatorskie 1
interdyscyplinarne, a tym samym $wiadczace o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Wysoko oceniam przedlozona mi do oceny rozprawe doktorska i stwierdzam, ze spetnia ona
wszystkie wymogi zaréwno merytoryczne jak i formalne wynikajace z ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z

2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.).



W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie Pani magister Izabeli
Nawrot-Hadzik do dalszych etapéw postepowania w ubieganiu sie o stopien naukowy doktora, a
nastgpnie przyznanie Jej rzeczonego stopnia. Rownoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom

rozprawy, wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie opiniowanej pracy.
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