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OCENA FORMALNA

Rozprawa doktorska ma forme powiazanego tematycznie cyklu 3 publikacji, w tym 2 doswiadczalnych i
1 przegladowej, w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne,
ogtoszonych w latach 2021-2022, ktdrych dane bibliograficzne i bibliometryczne podane sg ponizej (* autor
korespondencyjny).
Publikacje oryginalne:
Publikacja 1
Strawa J.W., Jakimiuk K., Szoka L., Brzezinski K., Drozdzal P., Patka J.A., Tomczyk M*.
New polymethoxyflavones from Hottonia palustris evoke DNA biosynthesis-inhibitory activity in an oral
squamous carcinoma (SCC-25) cell line.
Molecules 2022; 27, 4415. DOIL: 10.3390/molecules27144415
IF: 4,927, punktacja MEIN: 140 pkt, cytowania Web of Science/SCOPUS = 0/1
Publikacja 2
Strawa J.W., Jakimiuk K., Kita Z., Tomczyk M*.
In vitro screening for anti-acetylcholinesterase and antioxidant activities of Hottonia palustris L. extracts
and their unusual flavonoids.
Molecules 2022; 27, 8034. DOI: 10.3390/molecules27228034
IF: 4,927, punktacja MEiN: 140 pkt, cytowania Web of Science/SCOPUS = 0/0
Publikacja przegladowa:
Publikacja 3
Strawa J.W., Jakimiuk K., Tomczyk M*.
Zapotin, a polymethoxyflavone, with potential therapeutic attributes. International Journal of Molecular
Sciences 2021; 22, 13227. DOI: 10.3390/ijms222413227
IF: 6,208; punktacja MEIN: 140 pkt, cytowania Web of Science/SCOPUS = 6/7 1.

Sumaryczne dane naukometryczne ww publikacji wynosza: Sumaryczny Impact Factor wynosi
IF=16.062; sumaryczna punktacja MNiISW wynosi 420 pkt.

Rozprawa doktorska sktada sie z kopii wyzej wymienionych publikacji, poprzedzonych rozdziatami, ktére
w zwiezly i syntetyczny sposéb przedstawiaja podstawy teoretyczne i wyniki zawarte w publikacjach
doktorskich, wraz z dyskusja i odniesieniami do literatury naukowej.

Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich publikacji, a autorem korespondencyjnym jest promotor.

Z oéwiadczert doktoranta i wspdtautordw tych publikacji wynika, ze udziat doktoranta jest dominujacy.

Wktad doktoranta w cyklu publikacji polegat na przeprowadzeniu prac doswiadczalnych fitochemicznych,
w tym wyodrebienia zwigzkow, ich krystalizacji i ustalenia struktury chemicznej, analiz jakosciowych i
iloéciowych HPLC wraz z ich walidacja, przygotowaniu prébek zwiazkéw i ekstraktdw do badaf
biologicznych oraz udziale w opracowaniu powstatych wynikdw.
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Z kolei udziat wspétautoréw tych publikacji polegat na wykonaniu, badz pomocy w wykonaniu analiz
krystalograficznych (dr Pawet Drozdzal, dr hab. Krzysztof Brzezifski), analiz cytotoksycznosci i wplywu na
synteze DNA w liniach komdrkowych (dr Katarzyna Jakimiuk, dr kukasz Marek Sroka), oznaczen ilosciowych
metodg spektrofotometryczng, aktywnosci antyoksydacyjnej metodami DPPH, APTS, FRAP i CUPRAC (dr
Katarzyna Jakimiuk) oraz korekcie ostatecznej wersji manuskryptu (prof. Jerzy Aleksander Patka).

Publikacja przegladowa pokrywa cze$C teoretyczng rozprawy doktorskiej, natomiast publikacje
oryginalne zawierajg catos¢ czesci doswiadczalnej tej rozprawy. Rozdziaty spinaja te czesci w jedng catose,
stanowigc komentarz i podsumowanie wynikéw opisanych w publikacjach. Tak wiec rozprawa doktorska ma
najlepsza mozliwg forme, gdyz zostata w catosci opublikowana w punktowanych czasopismach.

OCENA MERYTORYCZNA

Trafnos$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginainosc

Tytutowa roslina — Hottonia palustris L. (okreznica bagienna) z rodziny Primulaceae (pierwiosnkowate)
jest jedynym w Polsce przedstawicielem rodzaju Hottonia L. i wystepuje w Srodowisku wodnym.
Zastosowanie iecznicze, ograniczone w medycynie ludowej do blize] niesprecyzowanego dziatania w
chorobach serca oraz alternatywnej metody terapeutycznej — terapii kwiatowej Edwarda Bacha. Bardziej
_wyrazne jest zastosowanie w kosmetologii (INCI: HOTTONIA PALUSTRIS FLOWER EXTRACT) oraz jako
rosliny ozdobnej do tzw. oczek wodnych lub akwaridw. Jej skiad chemiczny jest stabo poznany — dotgd
wykryto w nim trzy saponiny charakterystyczne dla pokrewnego rodzaju Primula L. i obecnosC blizej
nieokreélonych flawonoiddw, antocyjandw, kwasow fenolowych. Zwiazki 2-4 opisane w ocenianej dysertacji
wykazaly w innych badaniach umiarkowang aktywnos¢ inhibitoréw tyrozynazy (ICso = 120-127 uM;
substancja referencyjna - kwas kojowy 1Cs0=49.48 uM). Dwie polimorficzne struktury zwigzku 1 zostaty
przeanalizowane metodami krystalograficznymi réwniez w innych badaniach.

Oceniana rozprawa doktorska zawiera: (i) badania do$wiadczalne fitochemiczne obejmujace izolacje i
ustalenie struktury zwigzkdw flawonoidowych oraz analizy ich zawartosci, (ii) badania doswiadczalne
aktywnosci biologicznej /n vitro dziatania na linie komdrek nowotworowych i komérki prawidiowe oraz
dziatania hamujgcego procesy neurodegeneracyjne w modelu hamowania acetylocholinesterazy i dziatania
przeciwutleniajgcego.

W Swietle powyzszych danych, zardwno wybor rosliny, jak i zakres szeroko zatozonych badan wiasnych,
jest bardzo trafny, w petni uzasadniony i wielce oryginalny.

Ponadto, podjeta tematyka rozprawy doktorskiej, zmierzajaca do znalezienia nowych zwigzkow
pochodzenia naturalnego © potencjalnym znaczeniu leczniczym —  przeciwnowotworowym i
neuroprotekcyinym, odpowiada dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu i dyscyplinie nauki
farmaceutyczne.

Ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki

Ocena szczegolowa

W dysertacji doktorskiej przeprowadzono dwa kierunki badan dos$wiadczalnych - fitochemiczne i
biologiczne.

Pierwszy etap stanowity badania fitochemiczne opisane w publikacjach 11 2.

Materiat do badan stanowity pedyHottonia palustris zebrane przed kwitnieniem na podmoktych terenach
Puszczy Knyszynskiej, na przetomie kwietnia i maja 2019 r., i wysuszone w cieniu, w temperaturze
otoczenia. Z matych porcji tego materiatu doktorant przygotowal ekstrakty - metanolowy (HP1), 50%
wodno-metanolowy (HP2) i wodny (HP3), metoda ekstrakcji ultradzwiekowej. Natomiast z duzej porcji
materiatu rodlinnego przygotowat nastepujgce ekstrakt: najpierw benzynowy (HP6), chioroformowy (HP7)
metoda ekstrakcji w aparacie Soxhleta i nastepnie ekstrakty — metanolowy i 50% wodno-metanolowy w
drodze ekstrakcji pod chlodnicg zwrotna. Z potgczonych dwdch ostatnich wymienionych ekstraktow
otrzymat frakcje — chloroformowa (HP8), octanowo-etylowg (HP4), butanolowg (HP5) i wodng metoda
ekstrakcji ciecz-ciecz. Wszystkie ekstrakty i frakcje zawieszat w wodzie, zamrazat i liofilizowat.

Z ekstraktu benzynowego (?) rozdzielanego na kolumnie z Sefadeksem LH20, eluowanym mieszaning
chloroform-metanol (3:2), wydzielit frakcje flawonoiddw. Z frakcji tej, metodg chromatografii kolumnowej
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na zelu krzemionkowym eluowanym gradientem heksan—octan etylu, wyodrebnit trzy znane zwigzki - 1,3-
difenylopropano-1,3-dion (dibenzoilometan) (1), 5-hydroksyflawon (primuletyna) (2) i 5-hydroksy-2'-
metoksyflawon (3), oraz cztery dotad nieznane zwiagzki - 5-hydroksy-2’,6-dimetoksyflawon (4), 5-hydroksy-
2’3", 6'-trimetoksyflawon (8), 2',5-dihydroksy-6-metoksyflawon (6) i 5,6™-dihydroksy-2’,3"-dimetoksyflawon
(7).

Z frakcji chloroformowej (HP8), rozdzielanej na ziozu RP-18 eluowanym roznymi stezeniami metanolu,
wyodrebnit frakcje flawonoidowa, a z niej, po preparatywnej chromatografii RP-HPLC i krystalizagji, dalsze
zwigzki: 5,6,2',6"-tetrametoksyflawon (zapotyna) (8), 2™-O-B-glukopiranozyd 5,2'-dihydroksyflawonu (9), 6-
0-(6"-O-glukopiranozylo)-B-glukopiranozyd  5,6-dihydroksyflawonu  (hottoniozyd A) (10), 5,2
dihydroksyflawon (11), 5,6-dihydroksyflawon (12) i 5,7-dihydroksyflawon (chryzyna) (13).

Nastepnie, z frakcji butanolowej (HP5), na kolumnie ze ztozem C18, przemywanym gradientem
woda—metanol, wydzielit dalszy flawonoid - 7-O-(2"-O-B-glukuronozylo)-B-glukopiranozyd apigeniny (14)
oraz mieszanine, z ktdrej po preparatywnej chromatografii RP-18 HPLC (ziarno 5 ym) wyodrebnit 3-O-(6"-
O-a-ramnopiranozylo)-B-glukopiranozyd kemferolu (nikotyfloryna) (15), 3-O-(6"-O-B-ksylopiranozylo)-B-
glukopiranozyd kempferolu (16), kempferol (17), 3-O-(6"-O-B-ksylopiranozylo)-B-glukopiranozyd
kwercetyny (18) oraz 3-O-(6"-O-a-rhamnopiranozylo)-B-glukopiranozyd kwercetyny (rutozyd, rutyna) (19).
Zwigzki 9, 10, 14 s3 nowe, dotad nieznane. Waznym etapem oczyszczania wielu wyodrebnionych zwigzkéw
byta ich krystalizacja z réznych rozpuszczalnikdw. Wydajnosc izolacji wahata sie w zakresie 12 — 729 mg.
Stwierdzit 98% czystos¢ zwigzkéw metodg HPLC. Struktury chemiczne zwigzkéw 1-19 ustalit metodami
‘spektralnymi, w tym za pomoca wysokorozdzielczej spektrometri mas (HRMS, pomiar masy
monoizotopowej jonu pseudomolekularnego [M-H] i jondw fragmentacyjnych) oraz spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), jednowymiarowego (1D-NMR: 'H, ¥3C, DEPT) i
dwuwymiarowego (2D-NMR) korelacji homojadrowe]j (HH-COSY, ROESY) i heterojagdrowej (HSQC, HMBC), a
takze spektrometrii UV z diagnostycznymi odczynnikami. Zwigzki 2-7 zostaly poddane takze analizie
krystalograficznej. W przypadku glikozyddéw zastosowat analize produktow rozszczepienia hydrolitycznego
kwasem - LC-PAD-MS dia aglikondw i kochromatografie TLC ze wzorcami dla cukrdw. Doktorant
scharakteryzowat tez wyodrebnione zwigzki przez pomiar temperatury topnienia, skrecalnosci optycznej, a
w przypadku kilku zwigzkdw, rowniez wyznaczenie wspotczynnikdw pKa, logP i logS.

W toku dalszych prac doktorant oznaczyt zawartos¢ zwigzkéw 1-7 w ekstraktach za pomoca
zwalidowanej metody HPLC-DAD stosujgc bardziej polarng kolumne C8 (ziarno 1,7 pm) zamiast
standardowej C18, co pozwolito na uzycie fazy ruchomej o mniejszej zawartosci rozpuszczalnikéw
organicznych.

Z kolei analiza LC-PDA-HRESIMS pozwolita na identyfikacje 31 zwigzkéw — flawonoiddw i triterpendw.

Ponadto, oznaczono w ekstraktach i frakcjach z H. palustris catkowitg zawartos¢ fenoli, flawonoiddw,
kwasdw fenolowych i garbnikdw.

Drugi etap stanowily badania aktywnosci biologicznej.

Pierwszy rodzaj tych badan dotyczyt wpltywu ekstraktdw HP1, HP6-8 i zwigzkéw 1-8 z H. palustris na
linie komorek raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej (SCC-25) i normalnych fibroblastdw ludzkiej skory —
najpierw analizy ich cytotoksycznosci metodg MTT, a nastepnie oceny wplywu na biosynteze DNA.
Najbardziej aktywne wsrdd zwiazkéw byly: dibenzylometan (1) i zapotyna (8) (ICso 29,1 i 20,33 uM), a
wérdd ekstraktow, — ekstrakt benzynowy (HP6) (ICso 14,9 pg/mi), przy czym ICso cisplatyny, jako leku
referencyjnego, wynosito 7.58 uM = 2,28 pg/ml). Aktywnos¢ ekstraktéw korelowata z zawartoscig w nich
zapotyny. Wszystkie badane zwigzki i ekstrakty (z wyjatkiem HP7) byly nietoksyczne dla komérek
normalnych fibroblastdw (ICso > 200 uM lub pg/ml).

Drugi rodzaj badan biologicznych dotyczyt wplywu hamujacego zwigzkéw 1-19 na
acetylocholinesteraze. Wsrod zwiazkéw najsilniejsze dziatanie wykazat dibenzoilometan (1) - ICso =144,83
UM, pozostate zwigzki wykazaly ograniczong aktywnosC. Sposrad ekstraktow najsilniejszym inhibitorem byt
ekstrakt 50% metanolu (HP2), a nieaktywne byly wodny (HP3) i butanolowy (HP5). Galantamina, jako lek
referencyjny, wykazata ICso = 91,23 pM.

Réwnolegle przeprowadzono analize potencjalu antyoksydacyjnego wszystkich zwigzkéw czterema
metodami: DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC.

Trzecia publikacja dotyczy przegladu doniesien literaturowych, w liczbie 69 pozycji, na temat flawonu —
zapotyny. Przedstawiono w niej wystepowanie tego zwigzku, analize struktury chemicznej, synteze
chemiczna, techniki analizy w materiale roslinnym, metody wyodrebniania i aktywnos¢ biologiczna.

i
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Podsumowanie oceny

Reasumujac, w ocenianej rozprawie doktorskiej przeprowadzono rozlegte, bardzo wnikliwe badania
dodwiadczalne z zakresu fitochemii | wybranej aktywnosci biologicznej.

Doktorant przeprowadzit proces wyodrebniania zwiazkéw w niezwykle sprawny, Systematyczny sposob,
Scisle powigzany z chromatografig analityczna. Zwiazki uzyskat juz po drugiej kolumnie, przy czym dla
koficowego oczyszczanie zastosowat krystalizacje. ktdra jest najlepszym sposobem uzyskania czystego
produktu. O ile metody analizy struktury chemicznej opieraja sie na logicznych regutach, to wyodrebnianie
zwiazkéw z materiatu rodlinnego jest potaczeniem sztuki i wiedzy, a w przypadku krystalizacji wymagaja tez
intuicji i umiejetnosci manualnych. Co godne uwagi, w analizie zwiazkéw zastosowat On nie tylko
nowoczesne metody MS i NMR, ale tez klasyczng analize, jak diagnostyczne przesunigcia w widmach UV czy
pomiar temperatury topnienia. Znalazt tez nowe, dotad nieznane zwiazki, co najbardziej dobitnie Swiadczy,
7e Pan Jakub W. Strawa jest pierwszorzednym fitochemikiem. Doniostym osiggnieciem jest odkrycie, ze
roélina Huttonia palustris jest nowym, obecujgcym zrodiem przeciwnowotworowego flawonoidu — zapotyny.

Oceniana rozprawa doktorska stanowi znaczne osiagniecie naukowe w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne. Nie podwazaja tej opinii ponizsze uwagi.

1) Nie podano z jakiego ekstraktu zostaty wyodrebnione zwigzki 1-7 (prawdopodobnie benzynowego).

2) Dla zwigzku 2, czyli 5-hydroksyflawonu podano, ze przesunigcie z AlCl; w UV byto nietrwate w

obecnosci HCI, co jest nieprawdopodobne, i wg literatury (Mabry et al. 1970) jest ono trwate.

3) Dla niektdrych zwiazkéw zmierzono skrecalnos¢ optyczng pomimo, ze nie majg one chiralnego

atomu wegla (jak flawanony, flawany czy glikozydy). Moze warto byloby wyjasni¢ dlaczego.

4) Pominieto, z czego i jak, zostat wyodrebniony kemferol (zwiazek 17).

5) Poréwnanie wartosci ICso cisplatyny i aktywnych ekstraktdw trzeba zweryfikowaé, poniewaz wartos¢

ICso w pg/ml i w pM liczbowo istotnie rdzni sie. Poza tym ciekawe wyniki moznaby uzyskac przez
poréwnanie ICso w pg/ml zwigzkéw (zwiaszcza zapotyny) i ekstraktow.

Doktorant jest absolwentem Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
(UMB) (2009-2015 r.). Wykonat prace magisterska z zakresu fitochemii. Od 1.10.2015 r. pracuje w
Zaktadzie Farmakognozji UMB.

Pozostaty dorobek naukowy Doktoranta obejmuje wspdtautorstwo 26 publikacji w czasopismach
naukowych oraz 48 doniesien zjazdowych i posiada punktacje IF=123,835, MEIN 2760, h-indeks 7(8). Byt
On kierownikiem 4-ch, wspotkierownikiem 1-ej i wspotwykonawca 14-tu projektdw naukowych. Odbyt 3
staze naukowe krajowe w WUM i Politechnice kodzkiej. Uczestniczyt w licznych kursach i szkoleniach
naukowych (6) i dydaktycznych (4). Jest opiekunem kota STN przy macierzystym zaktadzie (2017-nadal) ,
praktyk zawodowych na kierunku Analityka medyczna oraz opiekunem prac magisterskich. Otrzymat 4
nagrody Rektora UMB, w tym 3 naukowe (Ist. x2, IIst. x1; 2020, 2021 r.) i 1 dydaktyczng (IIst., 2021 r.).

WNIOSEK KONCOWY

Rozprawe doktorskg mgr Jakuba W. Strawy oceniam jako wybitng i uwazam, ze zastuguje ona na
wyrdznienie, o co niniejszym wnioskuje. Uwazam, ze mgr Jakub W. Strawa w pelni zastuguje na stopien
doktora. Podjeta tematyka rozprawy doktorskiej, dotyczaca znalezienia nowych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego o potencjalnym znaczeniu leczniczym, odpowiada dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
i dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Rozprawa doktorska w peini spelnia wymagania Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14.03.2003 r. oraz Ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym z
20.07.2018r.

Zwracam sie do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o nadanie
stopnia doktora Panu Jakubowi Wiadysiawowi Strawie.

me&‘

Poznan, 21 marca 2023 r. prof. dr hab. n. farm. Jaromir Budzianowski
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