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wAnaliza fitochemiczna i ocena aktywnoSci biologicznej wyciagow

oraz wybranych metabolitow z Impatiens parviflora DC.”

Niecierpek drobnokwiatowy (Impatiens parviflora DC.) jest szeroko rozpowszechniong
roéling inwazyjna, ktérej sktad chemiczny i aktywnos$é farmakologiczna zostata dotad stabo
poznana. Nie budzi zatem zastrzezen aspekt chemiczno-biologiczny pracy, ktorej
przedmiotem byly zaréwno organy nadziemne (liScie, todygi) jak i korzenie niecierpka
drobnokwiatowego. Z analizowanych surowcoéw (suszonych i §wiezych) otrzymano wyciagi
zawierajace zwigzki lipofilne oraz ekstrakty, w ktérych sktad wchodzity zwigzki hydrofilne.
Wobec matej liczby dotad przeprowadzonych badan nad I. parviflora, warto bylo sprawdzi¢
obecno$¢ zwigzkéw z roéznych grup chemicznych: flawonoidéw, saponozyddéw, fenoli,
kumaryn, triterpendéw, leukoantocyjanidyn, karotenoidéw, naftochinonéw, steroli, oraz
glikoglicerolipidow. Prace izolacyjne miaty na celu otrzymanie zwiazkéw z wybranych trzech
grup: flawonoidéw, saponozydéw i glikoglicerolipidow. Zakres zaplanowanych badan
biologicznych, ktére wykonano w warunkach in vitro, obejmowal oceng aktywnosci:
antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej, hamujacej hialuronidaze, przeciwdrobnoustrojowej,
cytotoksycznej wybranych wyciggéw i otrzymanych metabolitow.

Czes¢ teoretyczna pracy zawiera charakterystyke fitochemiczng badanego gatunku i innych
gatunkéw z rodzaju Impatiens. Autorka szczegélowo przedstawita wyniki wezesniejszych
prac, dotyczacych wykrytych zwigzkéw oraz wykazanej aktywnosci farmakologicznej, w
wigkszosci przedstawiajac je w tabelach, co nadaje tej czgsci pracy zwigzlego charakteru.

Przeglad stanu badan nad rodzajem Impaties pomégl Doktorantce w wytyczeniu kierunkow



prac wlasnych oraz w weryfikacji stanu wiedzy na temat analizowanego gatunku, a takze w
jej poszerzeniu.

W celu stwierdzenia obecno$ci zwigzkow z réznych grup chemicznych Doktorantka
postuzyla si¢ analiza TLC w 3-4 standardowych fazach, substancjami wzorcowymi i
odpowiednimi odczynnikami do wizualizacji oraz metoda HPLC do analizy kwaséw
fenolowych i flawonoidow. Wynikiem prac bylo wykrycie obecnosci B- amyryny, PB-
sitosterolu, izokwercytryny, luteoliny, kemferolu, hiperozydu, kwaséw fenolowych:
kawowego, chlorogenowego, izochlorogenowego, galusowego, oraz B-karotenu, skopoletyny,
umbeliferonu, oraz  zwigzkow z  grup:  glikoglicerolipidow,  saponozydéw,
niezidentyfikowanego flawonoidu, przy braku naftochinonéw. Wigkszos¢ stwierdzonych
powyzszymi metodami zwigzkow wykryto po raz pierwszy, inne potwierdzono gdyz byly
opisywane w L parviflora przez innych Autorow.

Do prac izolacyjnych wybrano flawonoidy, glikoglicerolipidy oraz saponozydy.
Wyodrebnianie jednorodnych zwiazkéw Doktorantka wykonala stosujgc rézne techniki:
$rednioci$nieniowsg chromatografie cieczowa, chromatografie kolumnowsa 1 preparatywna
cienkowarstwowa, w dobranych eksperymentalnie fazach ruchomych. Prace zakonczyly si¢
pelng identyfikacja dwoch saponozydéw IPS-loraz IPS-2 (monodesmozydy, z trzema
cukrami prostymi pochodne: kameliageniny A i acetylokameliageniny A), oba zwiazki nowe
w $wiecie ro$linnym. Zwigzki zostaty wyodrebnione w ilosciach pozwalajacych na szereg
analiz, ktére wykonano (wysokorozdzielcza spektrometria mas HR-ESI-MS, magnetyczny
rezonans jadrowy 'H, “C NMR, 2DNMR (HSQC, COSY, TOCSY, HMBC, ROESY).
Widma sg wnikliwie opisane i prawidlowo zinterpretowane, w oparciu o dane literaturowe
zwigzkéw o zblizonych strukturach, dobrze udokumentowane w tabelach i na rycinach.
Szczegdlng trudnoscig bylo ustalenie sekwencji cukrow prostych w podstawniku cukrowym,
ktérg udowodnita poprzez przeprowadzenie analizy widm 2D NMR, szczegélnie korelacji
dalekiego zasiegu oraz analize fragmentacji w widmie masowym uzyskanym technikg
tandemowej spektrometrii mas. W tej czgsci pracy zwraca uwagg bieglos¢ Doktorantki w
interpretacji widm.

Prace izolacyjne zwigzkow z grupy galaktoglicerolipidow doprowadzily do otrzymania
MGDG -1 i DGDG-1, ktére identyfikowala metodami ESI-MS oraz 'H i °C NMR. Analiza
fragmentacji w widmie MS i wartosci charakterystycznych przesunig¢ w widmach NMR, w
oparciu o dane literaturowe, pozwolily wustali¢, ze zwiazki sg mono- i

digalaktoglicerolipidami, w ktoérych dwie czasteczki OH glicerolu sg zestryfikowane kwasem



a-linolenowym. Zwigzki te sg znane w $wiecie roslinnym, ale w L parviflora nie byly dotad
wykryte.

Flawonoid IPF-1 réwniez identyfikowany technika MS i NMR, okazal si¢ 3-O-glukozydem
kemferolu, weze$niej opisanym w badanym gatunku.

Przestankg do podjecia badan nad dziataniem przeciwzapalnym, cytotoksycznym,
przeciwdrobnoustrojowym, antyoksydacyjnym badanego gatunku, byla aktywnos$¢ innych
gatunkow niecierpka w ww. kierunkach. Do badan przeprowadzonych w warunkach in vitro,
pozwalajacych na szybka oceng, wytypowano niektére wyciagi i wyodrebnione zwiazki:
galaktoglicerolipidy MGDG -1 i DGDG -1 oraz saponozyd IPS-1, w wigkszosci nie byly one
analizowane w zatozonym zakresie.

Dzialanie przeciwzapalne wyciggéw okazalo si¢ znaczne, lecz slabsze od wzorcowego
diklofenaku, zwiazkéw niewielkie, badane proby nie dziataly przeciwdrobnoustrojowo wobec
10 wzorcowych szczepéw (ze wzgledu na brak nafochinonéw, ktérym przypisuje si¢
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa), wykazywaly zréznicowang aktywnoscig cytostatyczng
wobec komoérek dwoéch linii nowotworu prostaty, trzech linii czerniaka. Mimo stabego
dzialanie przeciwnowotworowego, istotny byt brak toksycznosci na prawidlowe komorki
nablonka prostaty i fibroblasty skéry ludzkiej. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna wyciggéw
oceniana metodami FRAP i DPPH byla zr6znicowana, dla niektérych wyciagéw skorelowana
z zawarto$cia polifenoli, w innych zalezata od obecnych w ekstraktach zwiazkow lipofilnych,
natomiast zwigzki odznaczaly si¢ stabg aktywnos$cia antyoksydacyjna.

Jedna z waznych aktywnosci surowcoéw roslinnych jest hamowanie hialuronidazy, enzymu
ktérego nadmierna aktywnos¢ powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci $cian naczyn
krwionoénych, rozwéj stanu zapalnego. Do podjecia badan sklonila Autorke aktywnosc¢
innych pochodnych kameliasaponiny A, natomiast w odniesieniu do wyciagéw niecierpka
oraz MGDG-1 i DGDG-1 badania takie nie byly prowadzone. Wyniki okazaly si¢ bardzo
interesujgce, bowiem stwierdzono, ze galaktoglicerolipidy, charakteryzowatly si¢ wyrazng
dawkozalezng zdolno$cig hamowania hialuronidazy, szczegélnie MGDG-1, dzialajacy silniej
niz kwercetyna. Aktywno$¢ tg stwierdzano tez dla wyciagéw zawierajagcych zwigzki o
charakterze lipofilnym oraz dla hydrofilnych ekstraktéw, w tym przypadku z powodu
obecnosci flawonoidow i saponin (IPS-1 dziatat nieco silniej od zwigzku referencyjnego).
Uwagi sg nieliczne:

W celu wizualizacji zwiazkéw flawonoidowych czulym odczynnikiem i przyjetym w
analityce zwigzkéw z tej grupy jest ester aminoetylowy kwasu difenyloborowego

(Naturstoffreagenz A), natomiast kwasy fenolowe dajg barwne reakcje ze zdwuazowanym
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kwasem sulfanilowym w $rodowisku alkalicznym, a obserwowana zréznicowana
fluorescencja i barwa pozwala na wstepne rozréznienie.

Nieprecyzyjnym sformulowaniem, ktére mozna zakwestionowac, jest hydroliza kwasna,
zamiast hydroliza kwasowa.

Praca ma klasyczny ukiad, podzielona jest na rozdzialy, z wydzieleniem czg$¢ teoretycznej
zajmujacej okoto 25% i do$wiadczalnej, krytyczng dyskusjg otrzymanych wynikéw na tle
literatury, podsumowaniem wraz z wnioskami oraz suplementem zawierajgcym ryciny
wykonanych widm. Imponujgca jest liczba doniesien literaturowych (369 pozycji), z ktérych
Autorka korzystala w opracowaniu dysertacji.

Maszynopis rozprawy jest zredagowany wyjatkowo starannie, bledy gramatyczne sg bardzo
nieliczne. Praca jest napisana w bardzo zwigzly i zrozumiaty sposéb, poprawny stylistycznie.
Aspekt chemiczno-biologiczny wykonanych badan, z duzym naktadem pracy Autorki

i znajomoscig réznych technik badan biologicznych, zgodny jest z nurtem aktualnie
prezentowanym w pracach z dziedziny farmakognozji. O dobrej randze naukowej
recenzowanej pracy $wiadczy opublikowanie fragmentu wykonanych badan przez
miedzynarodowe czasopismo naukowe ze wskaznikiem IF.

Doktorantke cechuje umiejetno$¢ zaplanowania i prowadzenia pracochtonnych doswiadczen
naukowych, a takze dyskutowania i oceny wynikow badan wlasnych. Rezultaty prac
przeprowadzonych w rozprawy doktorskiej, stanowia istotny wkiad w poznanie skladu
metabolitow wtérnych oraz wybranych kierunkéw aktywnosci biologicznej niektorych
wyciagéw i zwiazkow I parviflora.

Oceniam, ze recenzowana praca prezentuje wysoki poziom naukowy i spelnia ustawowe
wymogi stawiane rozprawom na stopiefi doktora nauk farmaceutycznych, wnioskuj¢ zatem do
Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Grabowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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