Ocena
Pracy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej pod tytulem ,,Analiza fitochemiczna i
ocena aktywnosci biologicznej wyciagéw oraz wybranych metabolitéw z Impatiens
parviflora DC.” wykonanej w Katedrze Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego,
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Witérne metabolity roslinne przez diugi okres uwazane byty za odpadowe ogniwo
metabolizmu podstawowego. Od pewnego jednak czasu, dzigki postepowi w analityce tych
zwigzkow istnicje coraz wiecej dowodéw, ze substancje te sa tak samo wazne dla rosliny jak
zwigzki metabolizmu podstawowego i s miarg dopasowania organizmu do warunkow
srodowiska. 7 drugiej strony wigkszo§¢ z tych metabolitéw uznawano za substancje
antyzywieniowe lub wrgcz naturalne toksyny, a hodowla nowych odmian ukierunkowana byta
na ich eliminacj¢ z roslin uprawnych. Znakomitymi przyktadami mogg by¢ glukozynolany w
roélinach krzyzowych, alkaloidy w lubinie, glikoalkaloidy ziemniaka czy taniny bobiku.
Eliminacja tych zwigzkéw z roélin spowodowata w wielu przypadkach obnizenie ich
odpornosci na stresy $rodowiskowe. Jednoczesnie liczne prace dokumentowaly, ze w niskich
stezeniach substancje te wykazujg prozdrowotne dziatanie w organizmie cziowieka, co
zaowocowato dynamicznie rozwijajacym si¢ rynkiem wzbogacania zywnosci substancjami
wtornego metabolizmu tzw. nutraceutyki. Jednakze rynek ten pomimo swojego bogactwa
ofert wydaje sic postugiwa¢ zaledwie kilkunastoma gatunkami rodlin, sposrod ktérych
najbardziej popularne to jezoéwka, zefiszefi, czosnek, dziurawiec czy milorzab japonski.
Gatunki te naleza réwniez do najpopularniejszych z uwagi na dzialanie lecznicze i sa
najczesciej stosowane w terapii.

7 drugiej strony, znacznie starsze byly zastosowania metabolitow wtémych do
leczenia roznych schorzen. Dzieki badaniom‘entnobotanicznym udalo si¢ opracowac szereg
popularnych lekéw jak aspiryna, atropina, kamfora, efedryna, eugenol, chinina itp. Ale jak
podaja rdzne zrédta weigz na kuli ziemskiej istnicje okolo 300 tysigey gatunkow roéliﬁ, ktore
nigdy nie byly badane i ich sktad chemiczny nie jest poznany. 83 to gatunki, ktore nie sa
popularnie wykorzystywane przez czlowieka, ale mogg zawiera¢ zwigzki o aktywnosci
biologicznej dotychczas nie okreslonej, mogace by¢ wykorzystane bezposrednio w leczeniu
lub stuzyé jako modele lub substraty do syntezy chemicznej. Dlatego tez badania gatunkow
roélin, ktére dotychczas nic sa dobrze scharakteryzowane fitochemicznie, naleza do
uzasadnionych i priorytetowych. Stad moim zdaniem wybdr tematu i gatunku roliny

prezentowanej w ocenianej dysertacji nalezy uznac za uzasadniony.




Przedlozona do oceny praca doktorska obejmuje 229 stron maszynopisu, zawiera 58
tabel, 87 rycin, oraz 369 pozycji cytowane;j literatury.

Badania wlasne Doktorantka poprzedzita wprowadzeniem czytelnika w opracowany
dokument. Dla tatwosci czytania przedstawita najpierw wykaz stosowanych w pracy skrotow,
a nastepnic w krétkim wprowadzeniu przedstawita opis gatunku i stan wiedzy na jego temat,
aby nastepnie zaproponowaé cel i zatozenia podj¢tych badaf. Poniewaz szereg gatunkow
rodzaju Impatiens wykazuje aktywno$¢ przeciwzapalna, cytostatyczna, przeciwbakieryjna,
przeciwgrzybicza i insektobdjcza, postanowita przebada¢ pod tym wzgledem gatunek
Impatiens parviflora DC., malo pod tym wzgledem rozpoznany. Widzg¢ w takim
postepowaniu duzg logike i konsekwencje myslenia.

Cze$t teoretyczna pracy obejmuje 48 stronicowy przeglad literatury. Zostal on
podzielony na trzy gléwne bloki tematyczne. Na wstepic Doktorantka przedstawita opis
réznych cech inwazyjnego gatunku Impatiens parviflora DC., ktory byt przedmiotem badan,
by nastepnie przedstawi¢ informacje na temat innych gatunkow z tego rodzaju, ktore zostaly
dobrze opisane w literaturze. Ta cze$¢ pozwala sie czytelnikowi zorientowac jakie jest
znaczenie rodzaju Jmpatiens w lecznictwie, co wiadomo na temat skfadu fitochemicznego
gatunkow i aktywnosci biologiczne] ekstraktow i wyodrgbnionych zwigzkow, oraz jak na tle
ogblnej wiedzy o rodzaju przedstawiaja si¢ dane dostgpne dla /. parviflora. Trzecia czgsé
przegladu literatury dotyczy dwdch grup metabolitow wtérnych tj. saponin triterpenowych i
galaktoglicerolipidéw, bedacych przedmiotem poszukiwan w L parviflora. W opisie podano
informacje ogélne, oparte na badaniach réznych rodzajow roslin, dotyczace wystgpowania
tych zwiazkéw, ich chemizmu, metod identyfikacji i analizy jakosciowej i ilosciowej oraz
aktywnoéci farmakologiczne;j.

Czesé teoretyczna jest napisana logic‘znie, z duzg znajomoscig przedmiotu, o czym
$wiadczy dobry dobér cytowanych pozycji literatury. Cytowana literatura to glownie
najnowsze pozycje obcojezyczne, prawidlowo wyselekcjonowane z natloku ddstepnej
informacji. Ta umiejetnosé selekcji i doboru pozycji najbardziej istotnych $wiadezy o dobrym
rozeznaniu Doktorantki w pi$miennictwie $wiatowym i najnowszych osiggni¢ciach badan w
zakresie jej zainteresowan. Jestem przekonany, ze cze$¢ dotyczaca rodzaju Impatiens po
dopracowaniu, uzupelnieniu i przetlumaczeniu na jezyk angielski moze by¢ dobrym
materialem do publikacji np. w Phyfochemistry Reviews jako praca przegladowa. Drobne

potkniecia jezykowe jakie zdarzaja si¢ w tckécie, wynikaja z przeoczenia w trakcie




przygotowywania tak obszernej dysertacji i nic maja wplywu na merytoryczng strong
opracowania. Dlatego tez nie podnosze ich w niniejszej recenzji.

Cze$¢ teoretyczng pracy poprzedza krétkie sformutowanie celu badan, w ktorym
zalozono analize fitochemiczng gatunku i izolacj¢ wybranych metabolitow z grupy
saponozydow, galaktoglicerolipidow 1 flawonoidéw oraz przebadanie aktywnosci
biologicznej wyizolowanych zwigzkow i ekstraktow.

Duza objetosciowo bo zawartg na 79 stronach jest czg$¢ eksperymentalna. Opisano w
niej wszystkie procedury analityczne, izolacyjne, badania aktywnoéci biologicznej i aparature
badawcza uzyta w badaniach. Zawiera ona réwniez wyniki badan. Ta cze$¢ jest moim
zdaniem niepotrzebnie przeladowana, gdyz wigkszo$¢ to sg procedury standardowe,
stosowane w wigkszodci tego typu badan. Wigkszo$¢ z nich to wrecz klasyczne metody.
Nalezalo zatem podaé skrétowo opis i odnies¢ go do cytowanej literatury. Niemniej $ledzac
tok postepowania nalezy z uznaniem podkresli¢, ze doktorantka opanowata wiele technik
fitochemicznych i prawidlowo sie nimi postuguje. Wyodrgbnianie pojedynczych zwigzkow z
bogatej matrycy jaka jest ekstrakt roslinny to bardzo diugi i zmudny proces. Jesli zakoniczy si¢
sukcesem tak jak w przypadku Doktorantki nalezy to przyja¢ z duzym uznaniem. Pod tym
wzgledem wysoko oceniam jej umiejgtnoécei fitochemiczne.

Odnoszac si¢ krytycznie do tego rozdziatu chcialbym zwréci¢ uwagg na kilka
zagadnien. Po picrwsze, nie jest dla mnie calkowicie jasne, czy i dlaczego badajac
poszczegdlne grupy metabolitow wtdrnych tj. saponozydy, galaktoglicerolipidy i flawonoidy
skupiono si¢ na wybranych tylko zwigzkach. Czy wyodregbnione i zidentyfikowane zwigzki sa
jedynymi w swoich grupach? Co z pozostatymi jesli s3? Z chromatogramu przedstawionego
na rycinie 16 wynika, ze zwigzkéw we frakcji R3 (flawonoidy) jest duzo wigcej niz wybrany
przez Doktorantke IPF-1. Podobnic wyglada chromatogram frakcji R4, gdzie prazkow
saponinowych moze byé wigcej niz IPS-1 i IPS-2. Osobifcie jestem zwolennikiem
kompleksowych prac doglgbnie analizujqcycl'; kazda grupe.

Po drugie, analiza poréwnawcza TLC czy HPLC moze by¢ nie do kornca prawdziwa. Duzo
zwiazkéw ma podobne Rf lub Rt, barwe lub widmo absorpcyjne, wige stwierdzenie tylko na
podstawie rozdziatu TLC czy HPLC identycznosci zwigzkoéw nie jest do korca pewne. Majac
do dyspozycji chromatograf cieczowy z detektorem masowym, duzo pewniej bytoby
zastosowaé t¢ wlasnie metode, bo poza czasami retencji daje ona widma masowe i ich
fragmentacjg, a to znaczaco podnosi pewno$¢ identyfikacji.

Po trzecie, zastosowanie ekstrakcji ciecz-ciecz, szczegdlnie w przypadku saponozydéw moze

prowadzi¢ do zagubienia niektorych bardziej polanych zwigzkéw, ktore nie przechodza do




butanolu. Na chromatogramie TLC (rycina 19) ekstraktu metanolowego (R2) na dole widac¢
szereg ciemnych (saponinowych?) prazkéw. Czy sprawdzano czy sa to cukrowce, czy moze
polarne saponozydy? Brak hemolizy nie oznacza, ze zwiazki nie nalezg do grupy saponin.
Bardziej miarodajne byloby uzycie ekstrakeji do fazy stalej (SPE).

Duzego nakladu pracy wymagaly testy aktywnosci biologicznej ekstraktow i
wyodrebnionych zwigzkéw. Przebadano aktywno$¢ przeciwzapalna, cytotoksycznose,
hamowanie hialuronidazy, aktywno§¢ przeciwuleniajaca (DPPH 1 TIRAP) oraz
przeciwdrobnoustrojowa.

Po czeéci doswiadczalnej Doktorantka dokonala analizy uzyskanych wynikow i
oméwienia ich na tle dostepnej literatury w 28 stronicowym paragrafie pt. ,.Dyskusja
wynikow”. Jest to bardzo ladnie i przejrzyécic napisany rozdzial, $wiadczacy o dobrym
rozumieniu przez Doktorantke wartosci uzyskanych wynikow. Ta czgS¢ jest dobrze osadzona
w danych literaturowych. Wykazala ona, ze rézne czgsci rosliny L parviflora zawierajg rozne
metabolity wtérne oraz potwierdzila obecno$¢ niektorych z nich opisanych w literaturze.
Korzystajac z analizy TLC i HPLC wykazala po raz pierwszy w wystgpowanie w badanym
gatunku szeregu znanych zwigzkéw takich jak: B-amyryna, skopoletyna, umbeliferon, p-
sitosterol, izokwercytryna, hiperozyd kemferolu i luteoliny, kwas chlorogenowy, kwas
izochlorogenowy i galusowy oraz pochodne diacylogliceroli. Wyodrgbniony zwigzek
flawonoidowy okazat si¢ by¢ glukozydem kemferolu, znanym z wielu Zrédet rolinnych.
Metodami spektralnymi Doktorantka potwierdzita rowniez po raz pierwszy wystgpowanic w
piecierpku  drobnokwiatowym  znanych z innych  Zrédet  roSlinnych  dwoch
galaktoglicerolipidéw. Metodami spektralnymi ustalifa strukturg dwoch saponozydow, co
stanowi najcenniejsza cze$é ocenianej pracy. Obydwa zwigzki nalezg do grupy
monodesmozydow i s3 glikozydowymi pochodnymi kameliageniny A. Zwigzki te roznia sig
od siebie tym, ze jeden jest 16a-acetylo pochqdnq drugiego z nich.

W wyniku przeprowadzonych licznych testow aktywnosci biologicznej in vitro
Doktorantka uzyskata kilka ciekawych wynikow. Nie stwierdzila aWoéci
przeciwbakteryjnej i fungistatycznej dla zadnego testowanego preparatu, jak réwniez dla
wyizolowanych zwigzkéw. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca wykazywal jedynie ekstrakt
alkoholowy z lisci niecierpka i byla ona skorelowana z ogdlng zawartodcig polifenoli.
Ekstrakt alkoholowy ze $wiezych lisci niecierpka wykazywal rowniez do$¢ wysoka
aktywnos¢ w stosunku do ludzkich komdrek linii czerniaka A375, ale wykonane badania nie
pozwalaja okre$lié ani mechanizmu tego dzialania, ani substancji odpowiedzialnej za ten

efekt, gdyz jedna z wyodrgbnionych saponin wykazywata umiarkowang aktywno$¢ w tym




wzgledzie. Niemniej z uwagi na wage problemu wydaje sig, ze obecne wyniki sugeruja
koniecznosé dalszych badan w tym kierunku. Ekstrakt ze $wiezych lisci wykazywal réwniez
aktywno$é przeciwzapalng i hamowanie hialuronidazy i wydaje sig, ze zwigzkami
odpowiedzialnymi za te efekty byly galaktolipidy i glukozyd kemferolu zidentyfikowane w
ocenianej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Doktorantke w oceniane]
dysertacji stanowig cenny naukowo material badawczy, a postawione w celu pracy zalozenia
zostaly w pelni zrealizowane. Chciatbym wyraznie podkresli¢, ze jest to materiat bardzo
bogaty i wielowatkowy, o cennych dla nauki wnioskach. Przedstawione uwagi krytyczne,
jakie zawartem w ocenie majg oczywidcie charakter dyskusyjny i marginalny, i w niczym nie
umniejszaja mojej bardzo wysokiej oceny przedstawionej do recenzji pracy. Uwazam, ze
zawiera ona wiele bardzo interesujacych watkéw (o nicktorych nie wspominatem w ocenie), a
zastosowane techniki badawcze, ich ogromna réznorodno$é, dobra znajomos¢ literatury,
umiejetnos¢ klarownego przedstawienia wynikéw, $wiadcza o dobrym przygotowaniu
Doktorantki do pracy naukowej. Przedstawiona do oceny praca odpowiada wymaganiom
stawianym rozprawom doktorskim. W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek o

dopuszczenie Pani mgr Karoliny Grabowskiej do publicznej obrony swojej pracy.
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