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Pragne podzigkowa¢ Wysokiej Radzie Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku za powierzenie mi zaszczytu recenzowania rozprawy doktorskiej
mgr Daniela Mirostawa Grochowskiego zatytulowanej ,,Badania fitochemiczne i ocena
aktywnos$ci biologicznej lisci jezyny popielicy Rubus caesius” przygotowanej w Zaktadzie
Farmakognozji, Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej pod

kierunkiem dr hab. n. farm. Michata Tomczyka, kierownika Zaktadu.

Jedna z najstarszych form terapii i1 profilaktyki chordb jest stosowanie ro$lin
leczniczych. W niektorych krajach $§wiata z utrudnionym dostgpem do ustug medycznych
ziotolecznictwo jest powszechnie praktykowane. Medycyna ludowa jest zrodlem praktycznej
wiedzy rozwijane] poprzez codzienne doswiadczenie stosowania roslin leczniczych.
Wspotczesna nauka siega do tych zrodet poszukujac nowych i efektywnych terapeutycznie

surowcoOw roslinnych lub izolowanych z nich zwigzkoéw chemicznych.

Liczne gatunki z rodzaju Rubus dostarczaja surowcow leczniczych wykorzystywanych
glownie w medycynie ludowej — owocow, lisci i mlodych gatezi (m. in. Rubus idaeus L.

Rubus occidentalis L.). Sposrod nich jedynie liscie jezyny krzewiastej (Rubus fruticosus L.)



sg sktadnikami produktu leczniczego roslinnego jakim jest farmakopealna mieszanka ziotowa
o dziataniu przeciwbiegunkowym oraz posiadaja jako surowiec leczniczy monografi¢ W

Farmakopei Polskiej XII.

Liscie gatunku Rubus caesius L.- jezyny popielicy (Rosaceae) byly rowniez
wykorzystywane w lecznictwie tradycyjnym jako surowiec o dziataniu przeciwbiegunkowym,
przeciwcukrzycowym czy tez przeciwzapalnym, gtownie miejscowo, co stanowito tto dla
rozpoczecia przez Doktoranta badan fitochemicznych i aktywnosci biologicznej tego

surowca.

Jezyna popielica, w przeciwienstwie np. do maliny wilasciwej czy zachodniej
(podrodzaj ldaeobatus), nalezy od innego podrodzaju, mianowicie podrodzaju Rubus sekcji
Caesii. Doktorant podkresla, w opublikowanych pracach eksperymentalnych jak rowniez we
wprowadzeniu do rozprawy doktorskiej, ze rodzaj Rubus jest bardzo liczny i obejmuje okoto

700 gatunkow.

Zwigzkami chemicznymi - metabolitami wtornymi charakterystycznymi dla surowcow
z rodzaju Rubus sg antocyjany obecne w owocach, obok elagotanin i flawonoidow,
wystepujacych rowniez w innych czesciach roslin przedstawicieli tego rodzaju, mianowicie

liSciach i pedach, czy nasionach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje cykl 4. publikacji w tym 3.
prac eksperymentalnych i 1. pracy przegladowej, $cisle zwigzanych z tematem, o lgcznej
wartosci IF 13.775 1 190 punktach MNiSW. Sa to:

publikacja 1. Grochowski D.M., Paduch R., Wiater A., Dudek A., Pleszczynska M.,
Tomczykowa M., Granica S., Polak P., Tomczyk M., In vitro antiproliferative and antioxidant
effects of extracts from Rubus caesius leaves and their quality evaluation. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine Vol. 2016, No. ID 5698685, 8 pages. IF2016 = 1.740,
MNIiSW = 30

publikacja 2. Grochowski D.M., Uysal S., Zengin G., Tomczyk M., In vitro antioxidant and
enzyme inhibitory properties of Rubus caesius L. International Journal of Environmental Health
Research 2019,29 (3), 237-245. 1F2019 = 1.916, MNiSW =70

publikacja 3. Grochowski D.M., Strawa J., M., Granica S., Tomczyk M., Secondary metabolites
from Rubus caesius. Biochemical Systematics and Ecology 2020, 92, 104111, 4 pages. IF2020 =
1.381, MNiISW =40

publikacja 4. Grochowski D.M., Locatelli M., Granica S., Cacciagrano F., Tomczyk M., A
review on the dietary flavonoid tiliroside. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety 2018, 1395-142117 (5),. IF2018 = 8.738, MNiSW = 50.



Catkowita liczba cytowan cyklu prac publikowanych w latach 2016-2020 jest wysoka
i wynosi wedlug Web of Science/SCOPUS, odpowiednio 39/41. We wszystkich pracach
Doktorant jest pierwszym autorem, ponadto dotgczono informacje o udziatach pozostatych
autorow, wskazujagce na kluczowg role Doktoranta w wykonywaniu eksperymentow,

whnioskowaniu, przygotowywaniu prac do druku.

Przedmiotem prac eksperymentalnych sg badania fitochemiczne, koncentrujgce si¢ na
analizie jako$ciowej i ilosciowej zespotéw prostych fenoli i polifenoli w lisciach gatunku
Rubus caesius oraz ocena aktywnos$ci biologicznej surowca w réznych obszarach: dziatania
antyoksydacyjnego, przeciwcukrzycowego, cytotoksycznego/przeciwnowotworowego oraz
potencjalnego dziatania terapeutycznego w schorzeniach neurodegeneracyjnych i terapii

przebarwien skory.

W zakresie badan fitochemicznych Doktorant podjat si¢ ambitnego zadania jakim jest
izolacja zwigzkow czynnych biologicznie z badanego materialu roslinnego (publikacja 3).
Izolacja z uzyciem kolumnowej chromatografii preparatywnej, grawitacyjnej na poliamidzie,
sefadeksie LH-20, zelu krzemionkowym i wysokosprawnej chromatografii cieczowej na
kolumnie chromatograficznej typu shell-core jest procesem ztozonym, czasochtonnym i
czesto charakteryzujacym sie niska wydajnoscia, co moze w konsekwencji utrudnia¢ badania
strukturalne. Wydajno$¢ izolacji jest rowniez zwigzana z faktem obecnosci w badanej
matrycy roslinnej w roéznych stezeniach — wysokich lub niskich, oznaczanych metabolitow
wtornych. Matryca roslinna jest najczesciej bardzo ztozona zarowno w zakresie jakosciowym

jak 11ilosciowym.

W rezultacie bardzo dobrze zaplanowanego i zarazem skomplikowanego procesu prac
izolacyjnych, poczawszy 0d wstepnego oczyszczenia surowca, Selektywnej ekstrakcji
(pluczka ultradzwigkowa/aceton:woda, Soxhlet/metanol) poprzez frakcjonowang ekstrakcje
rozpuszczalnikami o wzrastajacej polarnosci (eter etylowy, octan etylu) do rozdzielen
roznymi technikami/metodami chromatografii kolumnowej Doktorant z lisci jezyny
wyodrebnit 9. zwigzkow chemicznych, ktorych struktury ustalit w oparciu o szeroko
wykorzystywane obecnie narzedzie jakim jest magnetyczny rezonans jadrowy w tym widma
jedno — i wielowymiarowe, widma masowe oraz UV i IR. Poniewaz w publikacji 3, nie
przedstawiono szczegétowych danych z badan strukturalnych wyodrebnionych zwigzkow

(zwigzki sg znane i izolowane réwniez z innych matryc ro$linnych) mozna jedynie
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przypuszczac, ze zostaly one przedstawione w materiatach dodatkowych i uzupehiajacych do
tej publikacji. Obecno$¢ 8. zwiazkow w lisciach R. caesius Doktorant ujawnit jako pierwszy i
potwierdzit jednoczes$nie wystgpowanie kwasu elagowego (publikacja 3). Wyodrgbnione
przez niego zwiagzki polifenolowe w wigkszosci sg charakterystyczne dla przedstawicieli
rodzaju Rubus, mianowicie z grupy flawonoidéw: 3-O-glukuronidy kwercetyny i kemferolu,
tilirozyd, rutyna oraz wolne aglikony — kwercetyna, kemferol oraz z grupy elagotanin —
pedunkulagina, ktore Autor wyrdznia jako markery chemofenetyczne rodzaju Rubus.
Natomiast wyodrebniony przez Doktoranta ester metylowy kwasu
brewifolinokarboksylowego mogltby by¢ markerem w obrebie rodzaju Rubus, podzielonego
na liczne podrodzaje. Uwazam, ze moze by¢ to ciekawym watkiem dalszych badan
zwigzanych z chemotaksonomia rodziny Rosaceae i rodzaju Rubus zwtaszcza, ze Doktorant
podkresla fakt wykrycia zwigzku dotychczas jedynie w jednym gatunku z rodzaju Rubus — R.

saxatilis.

Oceniajac bardzo pozytywnie wyniki prac izolacyjnych Doktoranta, doceniajac jego
zaangazowanie oraz przeprowadzenie skomplikowanego i czasochlonnego procesu, jakim jest
separacja metabolitow wtornych z surowca roslinnego, nasuwa si¢ pytanie dlaczego ich
rezultatem nie bylo wyodrgbnienie sangwiny H-6, elagotaniny specyficznej dla
przedstawicieli rodzaju Rubus. Obecno$¢ tego zwigzku w lisciach jezyny popielicy Doktorant
ujawnil metoda HPLC-DAD-MS® w wyciagach metanolowych, wodnych i wodno-
metanolowych jako zwigzku dominujgcego. Na listach dostepnych standardow zwigzek ten
nie figuruje, podobnie jak wyodrebniona przez Doktoranta pedunkulagina.

W warunkach opracowanej metody HPLC-DAD-MS? dla analizy jako$ciowej lisci
jezyny popielicy, Doktorant w badanym materiale roslinnym rozpoznat 35 zwigzkoéw z grupy
prostych fenoli oraz polifenoli, w tym flawonoidéw oraz elagotanin (publikacja 1). Wobec
standardow potwierdzil obecnos¢ 7 zwigzkow, dla pozostatych przedstawit struktury
przypuszczalne (niektére pochodne flawonoidowe i pochodne kwasu elagowego). Brakuje
dyskusji, w teksécie publikacji 1 oraz manuskrypcie rozprawy, otrzymanych danych z widm
UV oraz MS?, stanowigcych baze dla identyfikacji poszczegolnych zwiazkéw, rozdzielonych
w procesie chromatograficznym. W zwigzku z tym nasuwajg si¢ pytania, ktory ze zwigzkow
przypuszczalnie rozpoznanych jako elagotanina, moze by¢ pedunkulaging, ktory ze zwigzkow
flawonoidowych rozpoznanych jako diglikozyd kwercetyny moze jednak by¢ rutyna, co
stanowito podstawe do rozpoznania takich zwigzkow flawonoidowych jak pentozoglukuronid

kwercetyny i pentozoglukuronid kemferolu (tabela 1 w publikacji 1, str.32/33)?. Jednoczesnie
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nalezy zwroci¢ uwage na btedng tres¢ tabeli 1 zamieszczonej w manuskrypcie rozprawy (str.
13, zwigzki o liczbach porzadkowych 18, 19 oraz 25, 27) w odniesieniu do tabeli 1 w
publikacji 1.

W prezentacji i oméwieniu opublikowanych wynikéow badan w tekscie rozprawy,
zastosowano te same oznaczenia otrzymywanych w réznych procesach ekstrakcyjnych
wyciggow i frakcji, pochodzgcych z dwoch rdznych publikacji (publikacja 1 i 3), co stanowito
pewna trudno$¢ W ocenie wynikéw pracy i uniemozliwiato ich wlasciwa interpretacje bez
bezposredniego odniesienia si¢ do materiatow zrodlowych - opublikowanych juz prac

Doktoranta.

Podsumowujgc wyniki przeprowadzonych przez Doktoranta prac fitochemicznych,
nalezy podkres$li¢ znaczaca liczbe wydzielonych zwigzkow czynnych, oraz rozpoznanie
chromatograficzne z uzyciem nowoczesnych technik sprz¢zenia HPLC z detektorami DAD i
tandemowej spektrometrii mas MS? profilu metabolicznego liécia jezyny popielicy, W tym
analize kompozycji zwigzkéw czynnych w réznych ekstraktach (wodnym, metanolowym,
50% metanolu) oraz frakcjach — eteru etylowego, octanu etylu i butanolu otrzymanych z

badanego surowca (6 réznych matryc roslinnych).

Realizujac temat doktorski, Kandydat podjat si¢ ambitnego zadania rozpoznania
mozliwo$ci zastosowania w przysztosci badanego surowca/ lub izolowanych z niego
zwigzkow, w profilaktyce czy terapii chordob cywilizacyjnych — cukrzycy, chordb

neurodegeneracyjnych, choréb nowotworowych, chorob skory, stanéw zapalnych.

W czeéci rozprawy obejmujacej badania aktywnosci biologicznej liscia jezyny
popielicy nalezy zwroci¢ uwage na probg, powiazania przez Doktoranta oznaczonej w
badanych ekstraktach i frakcjach z surowca, zawartosci catkowitej zwiazkow polifenolowych
i flawonoidowych (metody spektrofotometryczne) oraz ich profili metabolicznych
(otrzymanych metodg HPLC) z wynikami badan wiasciwosci: antyoksydacyjnych (publikacja
1, 2), hamujgcych aktywno$¢ enzymatyczng — tyrozynazy, a-amylazy, a-glukozydazy,
acetylo- (AChE) oraz butyrylocholinoesterazy (BChE) (publikacja 2). Pozwolitlo to na
sformutowanie interesujacych wnioskéw uzasadniajgcych kontynuowanie badan nad lisciem
jezyny popielicy w kierunku wyjasnienia aktywnosci biologicznej poszczegdlnych frakeji na
tle bardziej szczegdélowych badan ich sktadu chemicznego 1 profili ilo§ciowych. Interesujaca
sugestig jest m. in. wskazanie na sangwing H-6 jako zwiagzek czynny liScia jezyny popielicy

przypuszczalnie odpowiadajacy za aktywnos$¢ hamujacg tyrozynaze.



Doktorant bardzo szeroko scharakteryzowal potencjal antyoksydacyjny badanego
surowca w zakresie wlasciwosci zmiatania wolnych rodnikéw oraz hamowania ich
powstawania, wykonujac 6 réznych testow dla kazdej z 6 badanych frakcji, obejmujacych
zarowno antyoksydanty o charakterze fenolowym jak i zwigzki li$cia jezyny nieposiadajgce
struktury fenolowej. Aktywno$¢ antyoksydacyjna jest jednym z najwazniejszych kierunkow
dziatania surowcow roslinnych, wykazujac bezposredni zwigzek m.in. z aktywnoS$cig
przeciwzapalng, neuro- i hepato-protektywna, rozwojem choréb nowotworowych, uktadu

krazenia, cukrzycy i in.

Niezwykle cenng pozycja w cyklu prac stanowigcych rozprawe doktorska Kandydata
jest praca przegladowa 0 tilirozydzie, jednym ze zwigzkow chemicznych uznanych przez
Kandydata za marker chemofenetyczny rodzaju Rubus. Stanowi ona bardzo wnikliwe studium
réznorodnej aktywno$ci biologicznej tilirozydu, mechanizméw dzialania na roéznych
poziomach: biochemicznym, molekularnym (publikacja 4). Lektura tej publikacji
uswiadamia, ze wspolczesna nauka i rozw6j wielu dyscyplin naukowych, biochemii, biologii
molekularnej, dostarczyt od wiekow oczekiwanych dowodéw wplywu na kondycje zdrowotng

1 skuteczno$¢ terapeutyczng substancji roslinnych.

Konstrukcja manuskryptu stanowigcego rozpraweg doktorska jest przejrzysta i
obejmuje 9 rozdziatow, stanowigcych m. in. wprowadzenie z przegladem literatury jako tlem
do sformutowanego tematu rozprawy, cel pracy, opis skrocony realizacji tematu,
podsumowanie i dyskusje oraz kopie publikacji wchodzacych w cykl rozprawy doktorskie;j.
Strona edytorska manuskryptu nie budzi zastrzezen. Autor nie unikngt nielicznych biedow
stylistycznych i blgdow w stosowanej terminologii. Wymienione niedociggnigcia nie maja

wptywu na wysoka jakos¢ przeprowadzonych badan i osiggnigtych wynikoéw

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Daniela Mirostawa
Grochowskiego stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wnosi znaczace
elementy nowosci do stanu wiedzy o kompozycji zwigzkow czynnych liScia Rubus caesius i
jego potencjale biologicznym oraz chemotaksonomii rodziny Rosaceae. Kandydat wykazat
si¢ 0g6lng wiedzg teoretyczng oraz praktyczng w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Ponadto
ujawnit umiejetnosci efektywnej wspotpracy z osrodkami naukowymi krajowymi oraz

zagranicznymi.

Rozprawa doktorska mgr Daniela Mirostawa Grochowskiego spelnia wymagania

Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20.07.2018r. (dziat V, rozdziat 1 i 2,
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art. 186,187 pkt.1-4). Na tej podstawie wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Daniela Mirostawa
Grochowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. n. farm. Mirostawa Krauze-Baranowska

Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL
Gdanski Uniwersytet Medyczny



