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rozprawy doktorskiej zatytutowanej

»Badanie sktadu jakosciowego i ilosciowego wybranych gatunkéw tymianku

oraz ich wiasciwosci biologicznych”
wykonanej przez mgr Marte Ortowska

w Instytucie Chemii Wydziatu Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach

Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Marty Ortowskiej, to bardzo interesujgce i wartosciowe
opracowanie obejmujgce nowoczesne badania fitochemiczne, promujgce mozliwos¢
wykorzystania réznych metod ekstrakcji i roznych technik chromatograficznych w okreslaniu
sktadu chemicznego materiatu roslinnego, wzbogacone o badania biologicznej aktywnosci
roslinnych ekstraktow (ukierunkowane na udowodnienie ich wtasciwosci antyoksydacyjnych,
przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych) oraz o badania chemometryczne.

Zmiennos¢ sktadu chemicznego w Swiecie roslin, przejawiajaca sie istnieniem réznych
gatunkow w obrebie jednego rodzaju oraz istnieniem podgatunkéw, odmian, form i odmian
hodowlanych w obrebie jednego gatunku oraz istnieniem mieszaricéw miedzygatunkowych
jest niezwykle interesujgca w sensie poznawczym oraz bardzo istotna z praktycznego punktu
widzenia. Roznicom morfologicznym i anatomicznym towarzyszg bowiem rdznice
w zdolnosciach biosyntetycznych.

Oceniana praca dotyczy wtasnie tej problematyki naukowej — zmiennosci chemicznej
i prob oceny wartosci materiatu roslinnego jako potencjalnego surowca leczniczego,
kosmetycznego i spozywczego.

Dobér materiatu badawczego, parunastu gatunkéw z rodzaju Thymus sp. (tymianek),
oraz podjednostek taksonomicznych - podgatunkow i odmian, jest bardzo trafny. Wybor
takiego materiatu badawczego podyktowany byt z pewnoscig przede wszystkim
potencjalnymi wtasciwosciami leczniczymi gatunkow z tego rodzaju, wynikajgcymi ze
wskazan chemotaksonomicznych. Gtéwnymi sktadnikami gatunkéw z rodzaju Thymus sp. s
olejki eteryczne, kwasy fenolowe, flawonoidy, garbniki — metabolity wtérne decydujace m.
in. o wiasciwosciach wykrztusnych, spazmolitycznych, antybiotycznych i antyoksydacyjnych
tych roslin. O wyborze materiatu badawczego zdecydowata z pewnoscig jego dostepnosé,
mozliwa w ramach wspoétpracy z Ogrodem Botanicznym Uniwersytetu Marii Curie
-Sktodowskiej w Lublinie i czesciowo z Ogrodem Roslin Leczniczych Katedry Farmakognozji
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

Wybrane gatunki z rodzaju Thymus sp. posiadaja utrwalong S$wiatowg pozycje
zarowno w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym, jak i spozywczym. Liscie i szczytowe
partie kwitngcych pedéw Thymus vulgaris L. — Tymianku pospolitego posiadajg swojg
monografie w International Pharmacopoeia wydawanej przez Swiatowg Organizacje Zdrowia
(WHO). Za rownocenny surowiec uwazany jest, zgodnie z tym dokumentem, Thymus zygis L.
— Tymianek iberyjski. Ziele Thymus vulgaris posiada utrwalong pozycje w przemysle
spozywczym. EFSA (European Food Safety Authority) rekomenduje go jako bezpieczny
surowiec kulinarny o silnych wfasciwosciach antyoksydacyjnych. W wykazie substancji
czynnych i pomocniczych dopuszczonych do wykorzystania w kosmetyce figuruje pod nazwa
Thymus vulgaris (nazewnictwo wg INCI — International Nomenclature of Cosmetic
Ingredients) olejek tymiankowy — ,,substancja czynna” o wtasciwosciach bakteriostatycznych



stosowana w preparatach do higieny jamy ustnej, w dezodorantach i w produktach
przeciwtupiezowych.

Tradycyjnie wykorzystywanym gatunkiem w lecznictwie polskim i europejskim jest
Thymus vulgaris L. — jest to gatunek pochodzenia srodziemnomorskiego, nieposiadajacy
naturalnych stanowisk w Polsce, ale uprawiany na szeroka skale w celach komercyjnych.
Gatunek ten jest bardzo zmienny. Obejmuje liczne podgatunki, odmiany i formy oraz tworzy
liczne mieszance. Drugim popularnym gatunkiem, posiadajgcym z kolei liczne stanowiska
naturalne w Europie, w tym Polsce, uwazanym jednak za mniej wartosciowy, jest Thymus
serpyllum L. — Macierzanka piaskowa. Wymienione gatunki charakteryzujg sie niezwykig
zmiennoscig sktadu gtownie olejku eterycznego. Dotyczy to przede wszystkim proporcji
miedzy tymolem i jego izomerem, karwakrolem oraz zawartosci linalolu.

Wedtug aktualnie obowigzujgcego w krajach Unii Europejskiej VIl wydania European
Pharmacopoeia i w ttumaczeniach tego dokumentu na jezyki narodowe panstw
cztonkowskich, w tym w X wydaniu Farmakopei Polskiej, gatunkami dopuszczonymi do
wykorzystania w oficjalnej terapii sg: Thymus vulgaris L., Thymus zygis L. i Thymus serpyllum
L.. W celu potwierdzenia tozsamosci surowcow (herba), a takze ich standaryzacji oraz w celu
unikniecia zafatszowan, rekomendowane sg przez Eur. Pharm. i farmakopee narodowe rézne
techniki chromatograficzne, w tym TLC, GC, HPLC. Standaryzacja Thymi herba pozyskiwanego
z Thymus vulgaris i Thymus zygis lub ich mieszaniny obejmuje okreslenie zawartosci olejku
(12 ml/kg) oraz minimalnej zawartosci tymolu i karwakrolu (40%). Standaryzacja Serpylli
herba dotyczy jedynie okreslenia zawartosci olejku (min. 3 ml/kg). Kolejnym
farmakopealnym surowcem jest olejek tymiankowy, posiadajacy od roku 2012 (Suplement
2012 do IX wyd. Farmakopei Polskiej, ttumaczenie 7" Ed. Eur. Pharm.), w miejsce tradycyjnej
nazwy Thymi aetheroleum, nowg nazwe — Thymi typo thymolo aetheroleum, zwracajaca
uwage na wymagang wysokg zawartos¢ tymolu. Tozsamos¢ tego surowca potwierdza przede
wszystkim okreslona zawartos$¢ tymolu oraz karwakrolu. Wsréd farmakopealnych monografii
preparatow galenowych figuruje wyciagg tymiankowy ptynny — Thymi extractum fluidum
(standaryzowany na zawartos¢ tymolu — min. 0.03%) oraz syrop tymiankowy ztozony — Thymi
sirupus compositus (zawierajgcy wyciag ptynny i tymol w ilosci min. 0.012 - 0.016%). Wsrdd
farmakopealnych monografii narodowych (w polskim wydaniu farmakopei) figuruje
mieszanka ziotowa Species expectorantes — ziota wykrztusne. W pieciosktadnikowej
mieszance gtéwnym sktadnikiem jest Thymi herba — surowiec standaryzowany na zawartos¢
tymolu.

Powyzszy przeglad, udowadniajacy przede wszystkim wazng pozycje wybranych
gatunkow z rodzaju Thymus sp. w lecznictwie europejskim i polskim, potwierdza trafnosc
wyboru materiatu badawczego w ocenianej rozprawie.

Przepisy farmakopealne, w celu potwierdzenia tozsamosci zaréwno Thymi herba, jak
i Serpylli herba nakazujag wykonanie rozdziatbw chromatograficznych metodg TLC
i potwierdzenie obecnosci w ekstraktach innych charakterystycznych zwigzkéw, depsydu -
kwasu rozmarynowego oraz glikozydu flawonoidowego - rutozydu.

Przepisy farmakopealne zwracajg uwage na wystepujgce czesto niebezpieczenstwo
zafatszowan surowcoéw, stad koniecznos¢ potwierdzania ich tozsamosci. Zafatszowania
surowcow wynikajg przede wszystkim z trudnosci w pozyskiwaniu wartosciowego surowca
(m. in. ktopoty z uprawami, choroby roslin, zmienno$¢ chemiczna), réznic w cenie surowcow,

W identyfikacji materiatu roslinnego pozyskiwanego zaréwno dla celéw leczniczych,
jak i kosmetycznych oraz spozywczych, powszechnie wykorzystuje sie réine techniki
chromatograficzne.



Zasadnicza cze$¢ ocenianej pracy udowadnia mozliwo$¢ zastosowania réznych
technik chromatograficznych w badaniach sktadu chemicznego poszczegdlnych gatunkow,
podgatunkow i odmian w obrebie rodzaju Thymus sp.

W badaniach wtasnych Autorki mozna wyrdzni¢ trzy gtdwne czesci — fitochemiczng,
badania biologicznej aktywnosci ekstraktéw oraz cze$¢ chemometryczng. Czesé
fitochemiczna obejmuje analize olejku eterycznego oraz wybranych zwigzkéw fenolowych —
kwasow fenolowych i flawonoidéw, analize frakcji lotnej i nielotnej, jak okresla to Autorka
pracy. Badania biologicznej aktywnosci ekstraktow obejmujg udowodnienie wtasciwosci
antyoksydacyjnych, przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych ekstraktow z badanego
materiatu rodlinnego. Badania chemometryczne dotyczg analiz wynikéw uzyskanych
zaréwno w czesci fitochemicznej pracy, jak i w ramach badan biologicznych.

Ten plan i cato$ciowy zakres badan wpisuje sie w ogdlnoswiatowe trendy badawcze
i skierowany jest wyraznie nie tylko na uzyskanie wynikow o charakterze poznawczym, ale
wyraznie na ich potencjalng aplikacyjnos¢.

Zakres zaplanowanych i zrealizowanych badan jest szeroki. Oceniana praca mogtaby
z powodzeniem, po pewnych uzupetnieniach, stanowi¢ rozprawe habilitacyjng (aktualnie
tzw. osiggniecie naukowe). Wyniki badan zostaty bowiem opublikowane w formie szesciu
prac oryginalnych w czasopismach z listy filadelfijskiej, o profilu chemiczno-analitycznym i
chromatograficznym, o facznym wspoétczynniku oddziatywania IF = 5.7 (Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies, IF = 0.64; Journal of the Association of Analytical
Chemists International, IF = 1.12; Acta Chromatographica, IF = 0.6). Fragmenty pracy byty
prezentowane na bardzo licznych konferencjach krajowych, miedzynarodowych w kraju i
zagranicznych (Belgrad, Siofok). Poziom pracy doktorskiej i powodzenie w jej opublikowaniu
Doktorantka zawdziecza w duzym stopniu wysokiej pozycji naukowej Pana
Dr hab. Mieczystawa Sajewicza oraz mozliwosci korzystania z ogromnego doswiadczenia
i wiedzy naukowego Autorytetu, w Osobie Pani Prof. dr hab. Teresy Kowalskiej.

Sadze, ze Autorka pracy powinna czu¢ sie dumna i czerpa¢ ogromng satysfakcje
z faktu mozliwosci pracy naukowej pod tak znakomitym przewodnictwem. Range
prowadzonych badan podnosi takze fakt wspotpracy z Panig Prof. Monikg Waksmundzka-
Hajnos i Zespotem, reprezentujaca znang jednostke naukowaq z Lublina wyspecjalizowang w
badaniach chromatograficznych — Zaktad Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie.

Przeprowadzona analiza fitochemiczna objeta optymalizacje warunkéw ekstrakcji
frakcji lotnej i nielotnej z materiatu roslinnego. Zwigzki lotne ekstrahowano i analizowano
z wykorzystaniem klasycznej aparatury - aparatow Derynga oraz z fazy nadpowierzchniowej,
w potgczeniu odpowiednio z analizg GC-MS oraz HS-GC-MS (headspace gas chromatography-
mass spectrometry). Uzyskane dane Autorka opracowywata przy pomocy programu
X-Calibur, korzystajac jednoczesnie z biblioteki widm MS (NIST — National Institute of
Standards and Technology). Zastosowana metodyka ma pewne ograniczenia, gdyz nie
pozwala na identyfikacje dwoch par izomerédw strukturalnych obecnych w olejkach
gatunkow z rodzaju Thymus sp. (o-cymen i m-cymen, tymol i karwakrol). W pierwszym
etapie analiz skupionym na badaniach frakcji lotnej dwdch gatunkéw i jednego podgatunku,
porownano efektywnos¢ GC-MS i HS-GC-MS. technika HS okazata sie bardziej wydajna
i szybsza, ale nie do korca doskonata. Obecnos¢ niektorych zwigzkéw frakcji lotnej
stwierdzano bowiem po zastosowaniu techniki GC-MS. Autorka zaleca zatem wykonywanie
analiz réwnoczesnie dwoma technikami, w celu uzyskania kompletnych, wiarygodnych
wynikow. Badania te Autorka wykonata na przyktadzie dwdch gatunkéw tymianku — Thymus
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vulgaris, Thymus kosteleckyanus oraz podgatunku - Thymus pulegioides ssp. pulegioides.
Autorka nie podaje jednak informacji, czym podyktowany byt wybdr wtasnie tych dwdch
gatunkow i podgatunku?

W drugim etapie, analizie poddano frakcje lotng z parunastu gatunkéw rodzaju
Thymus sp. i podjednostek taksonomicznych, wykorzystujgc technike HS-GC-MS. Materiat
poddano analizie jakosciowej i potilosciowej (przedstawiajagc procentowy udziat
poszczegolnych zwigzkow w sumie pikow). W wyniku przeprowadzonej analizy
zidentyfikowano tylko jeden wspdlny zwigzek dla wszystkich badanych frakcji lotnych
— B-linalol. Obecnos$¢ tymolu i/lub karwakrolu potwierdzono tylko w przypadku dziesieciu
badanych ekstraktow.

W wyniku przeprowadzonej analizy chemometrycznej wynikéw analiz frakcji lotnych z
zastosowaniem analizy czynnikdw gtéwnych, badane frakcje lotne zostaty sklasyfikowane na
trzy grupy, w ktérych dominuja ilosciowo rézne zwigzki: grupa | — z dominujgcym ilosciowo
B-linalolem, grupa Il = z dominujacg ilosciowo mieszaning m-cymenu i/lub o-cymenu,
t-terpinenu i mieszaning tymolu i/lub karwakrolu oraz gupa Ill - z dominujgcymi ilo$ciowo
B-pinenem i eukaliptolem.

W tej czesci pracy mozna dopatrzy¢ sie pewnych niedoskonatosci. Materiat do badan
pochodzit z wiarygodnych zrédet (Ogréd Botaniczny Uniwersytetu M. Curie-Sktodowskiej w
Lublinie). Autorka pracy nie podaje jednak informacji, czy materiat byt zbierany w tym
samym okresie wegetacji roslin, czy w jednym okreslonym punkcie czasowym (bez
uwzglednienia osobniczych cech badanych gatunkéw, podgatunkéw i odmian). Zmiennos¢
sktadu chemicznego w obrebie réznych jednostek i podjednostek taksonomicznych zalezy od
licznych czynnikow zewnetrznych, takich jak m. in. warunki klimatyczne (wilgog,
nastonecznienie), czy czynniki edaficzne. Brakuje w pracy tez krotkich informacji
o rozmieszczeniu naturalnych stanowisk badanych gatunkéw i podjednostek na swiecie,
w Europie, w Polsce. Klasyczne profesjonalne opracowanie autorstwa Prof. Wtadystawa
Szafera i wsp. ,Rodliny polskie” obejmuje opis 12 gatunkéw z rodzaju Thymus sp.
wystepujacych w Polsce na stanowiskach naturalnych. Tylko 3 gatunki badane w ramach
ocenianej pracy wystepuja w Polsce. Nie znamy zatem wymagan pozostatych badanych
gatunkow i podjednostek taksonomicznych.

Chemometryczna optymalizacja ekstrakcji nielotnych zwigzkéw fenolowych (kwasow
fenolowych i flawonoidéw) objeta klasyczng ekstrakcje w aparatach Soxhleta oraz
przyspieszong ekstrakcje rozpuszczalnikiem (ASE). Autorka wykazata, ze catkowita zawartosé
zwigzkow fenolowych w ekstraktach uzyskanych z wykorzystaniem przyspieszonej ekstrakcji
jest ok. 3-krotnie wyzsza niz zawarto$¢ uzyskana tradycyjng metodg z wykorzystaniem
aparatow Soxhleta. W badaniach tych Autorka wykorzystata ziele tymianku dostepne
komercyjnie. Autorka nie podaje jednak producenta tego surowca. Czy byta to jedna ze
znanych firm zielarskich w Polsce? Zaktadam, ze identyfikacja materiatu roslinnego nie
budzita zadnych zastrzezen. Autorka nie wspomina o potrzebie potwierdzenia tozsamosci
tego materiatu np. metoda PCR.

W prowadzonej, z wykorzystaniem rozpuszczalnikéw o réznym stopniu polarnosci,
wieloetapowej ekstrakcji frakcji nielotnej Autorka uzyskata tacznie szes¢ frakcji — trzy frakcje
flawonoidowe oraz trzy frakcje kwasow fenolowych. Byly to frakcje: aglikonéw
flawonoidowych, polarnych glikozydéw flawonoidowych, niepolarnych glikozydéw
flawonoidowych, frakcja wolnych kwasoéw fenolowych oraz frakcje zwigzanych kwaséw
fenolowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowe;.

Kolejna niedoskonatos$¢ pracy dotyczy analizy kwaséw fenolowych. Jak wynika
z licznych badan dotyczacych analiz tych zwigzkéw prowadzonych w krakowskim Zaktadzie
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Botaniki Farmaceutycznej UJ CM, macierzystej Jednostce nizej podpisanej, warunki hydrolizy
sq niezwykle istotne w otrzymywaniu wiarygodnych wynikdw prowadzonych analiz.
W ocenianej pracy nie znalaztam informacji dotyczacych préob optymalizacji warunkow
hydrolizy frakcji zwigzanych kwasow fenolowych. Czy zastosowana metodyka w tej czesci
analiz byta wczesniej z powodzeniem wykorzystywana w innych pracach eksperymentalnych,
dajac wiarygodne wyniki i nie wymagata optymalizac;ji?

Kolejnym etapem prowadzonych analiz dotyczacych zwigzkéw fenolowych byto
opracowanie wzorcowych chromatograféw - chromatograficznych ,fingerprintéow”
(odciskéw palca) dla szesciu gatunkéw z rodziny Lamiaceae (dwa gatunki Thymus sp., dwa
gatunki Salvia sp. oraz dwie odmiany o réznej barwie kwiatow Dracocephalum moldavica).
Identyfikacja wyjsciowego materiatu do badan opierata sie z pewnoscig na profesjonalnej
wiedzy kompetentnych Pracownikow jednego z wymienionych ogrodow doswiadczalnych na
terenie Lublina — Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego. Niepokoi jednak fakt, ze zbioru materiatu dokonano w réznych latach (2009 r.
— Salvia sp., 2011r. — pozostaty materiat). Wyjasnieniem zasygnalizowanej sytuacji sa
z pewnoscig trudnosci w uzyskaniu materiatu roslinnego w tym samym roku wegetacji.

Zaréwno ,fingerprinty” uzyskane z wykorzystaniem TLC, jak i HPLC wskazywaty, ze
sposrod szesciu badanych frakcji zwigzkow fenolowych najwiekszg przydatnosc
w identyfikacji materiatu roslinnego maja frakcje aglikonéw flawonoidowych. Moina
traktowac¢ je jako chromatograficzne markery roéznicujace gatunki rodziny Lamiaceae.
Ponadto stosujac TLC, Autorka wykazata, ze frakcja polarnych glikozydéw flawonoidowych
oraz frakcja zwigzanych kwasow fenolowych uwalnianych w wyniku zasadowej hydrolizy,
mogg tez by¢ wykorzystane pomocniczo jako chromatograficzne markery. Stosujac rézne
detektory w technice HPLC Autorka udowodnita, ze wiekszg liczbe rozdzielonych zwigzkéw
mozna potwierdzi¢ w przypadku detektora DAD, natomiast w przypadku detektora ELSD
(fotodyspersyjny detektor laserowy) intensywnos¢ poszczegolnych pikéw jest wieksza.

Udowodniona przez Autorke rozprawy przydatnosc¢ stosunkowo prostych i szybkich
w zastosowaniu oraz stosunkowo tanich metod chromatograficznych w identyfikacji
materiatu roslinnego i zaproponowanie chromatograficznych markeréw na podstawie
Lfingerprintéow” miesci sie doskonale w nowoczesnych trendach preferowanych przez takie
ciata opiniotwdrcze w zakresie roslinnych surowcéw leczniczych, jak m. in. ESCOP (European
Scientific Cooperative on Phytotheraphy), niemiecka Komisja E (Experten Kommision), czy
EMEA/HMPC (European Medicines Agency/Committe on Herbal Medicinal Products).
Zalecajq one jako wstepne badania potwierdzajace tozsamos¢ surowcoéw, chromatograficzne
obrazy przygotowanych z nich ekstraktow.

Badania biologicznej aktywnosci ekstraktow (frakcji nielotnej otrzymanej metoda
ASE, w zoptymalizowanych warunkach (130°C, CH30H:H,0 = 27:73 v/v) z réznych gatunkow
tymianku i podjednostek taksonomicznych byty skupione na badaniach aktywnosci
przeciwbakteryjnej, antyoksydacyjnej i przeciwnowotworowej.

W badaniach dotyczacych wiasciwosci przeciwbakteryjnych ekstraktéw zastosowano
test ,dot blot” w potaczeniu z bioautografig bezposrednia. Autorka wykazata, ze wszystkie
badane ekstrakty wykazujg aktywnos¢ przeciwbakteryjng w stosunku do Bacillus subtilis.
Najwiekszg aktywnos$¢ (wyrazong wielkoscig stref zahamowania kolonii bakteryjnej) Autorka
udowodnita dla Th. citriodorus ,golden dwarf” oraz dla Th. marschaliana, natomiast
najmniejszg dla Th. vulgaris i Th. degenii.

Badania wfasciwosci antyoksydacyjnych przeprowadzono z wykorzystaniem trzech
réznych metod — testu ,dot blot”, spektroskopii elektronowego rezonansu (EPR) oraz




spektrometrii  UV-VIS, wykorzystujac dwa rézine zirddta wolnych rodnikéw, DPPH
(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) i ABTS (2,2’-azo-bis(3-etylo-benzotiazolino)-6-sulfonian).

W tescie ,dot blot” (z DPPH) skanowano zmiany obrazéw chromatograficznych
z uzyciem densytometru skaningowego; jako standard wykorzystywano kwas galusowy.
Analiza z wykorzystaniem tej metody wykazata wtasciwosci antyoksydacyjne wszystkich
badanych ekstraktow. Najwiekszg aktywnos¢ wykazano dla Th. serpyllum ,,albus” i ,aureus”.

Wykorzystujac metode EPR (spektroskopie elektronowego rezonansu) z DPPH
udowodniono rowniez aktywnos$¢ antyoksydacyjng wszystkich badanych ekstraktow.
Najwigkszg aktywnos¢ udowodniono takze dla Th. serpyllum ,albus” i ,aureus”. W tej
metodzie standardem byta witamina E (w formie Troloksu).

Z wykorzystaniem kolejnej metody — spektrofotometrii UV-VIS z DPPH, stosujac kwas
askorbinowy lub kwas galusowy jako standardy, stwierdzono, ze wszystkie badane ekstrakty
wykazujg wtasciwosci antyoksydacyjne. Najwieksze zdolnosci udowodniono dla Th. serpyllum
salbus” i ,aureus” oraz dla Th. pulegioides ssp. pulegioides.

Oznaczenia spektrofotometryczne UV-VIS wykonano tez z odczynnikiem ABTS,
stosujgc kwas askorbinowy i kwas galusowy jako odnosniki. Wszystkie badane ekstrakty
wykazaty aktywnosc¢ antyoksydacyjna. Najwiekszg aktywnosé stwierdzono, podobnie jak
w trzech innych testach, dla Th. serpyllum ,,albus” i ,aureus”.

Wtasciwosci _przeciwnowotworowe testowano na komdrkach ludzkiego raka
okreznicy HCT-116. Wykorzystano tez prawidtowe komérki NHDF typu fibroblastow
wyizolowane ze skory. Obie linie pozyskano z banku ATCC (American Type Culture
Collection). Wykorzystujac test MTS (kolorymetryczna metoda pozwalajgca okresli¢ liczbe
komoérek zdolnych do zycia) Autorka udowodnita, ze wszystkie badane ekstrakty wykazuja
wiasciwosci przeciwnowotworowe. Najwigksza aktywnoscig charakteryzowaty sie ekstrakty
z Th. serpyllum ,albus” (wartos¢ MIC = 300 ug/ml), najmniejsza z Th. vulgaris (5-krotnie
mniejszg).

Wyniki badan biologicznych poddano analizie chemometrycznej. W | etapie
poszukiwano zaleznosci pomiedzy trzema stosowanymi metodami badan wiasciwosci
antyoksydacyjnych. W Il etapie podjeto préby analizy chemometrycznej obejmujacej trzy
kierunki badan aktywnosci biologicznej dla poszczegdlnych gatunkédw i podjednostek
taksonomicznych.  Analize¢ przeprowadzono metoda grupowania hierarchicznego
z wykorzystaniem analizy czynnikdw gtéwnych uwzgledniajagc porédwnanie wszystkich
badanych gatunkow i podjednostek i wynikow z szesciu rodzajow badarn.

Przeprowadzona analiza chemometryczna wynikéw dotyczacych wtasciwosci
antyoksydacyjnych pozwolita na podziat badanych gatunkéw i podjednostek na trzy grupy
— o najwigkszych, srednich i najmniejszych wtasciwosciach przeciwutleniajgcych.

Analiza chemometryczna wszystkich wynikéw (Il etap) wykazata, ze wtasciwosci
biologiczne badanych gatunkéw i podjednostek sg rézne.

Wszystkie lub niemal wszystkie wyniki badan Autorki w fitochemicznej czesci pracy sa
nowatorskie.

Wyniki kolejnej czesci pracy, poswieconej badaniom aktywnosci biologicznej sa
rowniez w znacznym stopniu nowatorskie i posiadajg potencjalnie aplikacyjny charakter.

Wyniki analiz chemometrycznych, dotyczacych zaréwno badan fitochemicznych, jak
i badan aktywnosci biologicznej w catosci sg nowatorskie.

Metodyka zastosowana, zardwno w fitochemicznej czesci pracy, jak i w badaniach
aktywnosci biologicznej nie budzi zadnych zastrzezen.




Metodyka badan chemometrycznych wykorzystana w_ocenie wynikéw czesci
fitochemicznych analiz oraz badan aktywnosci biologicznej intryguje i zaciekawia. Mozna
pogratulowac oryginalnosci badan z tego zakresu.

Autorka ocenianej pracy swobodnie porusza sie w rdinej metodyce badawczej
i realizuje rozne cele. Jest to logicznie zaplanowany i zrealizowany cykl badan prowadzacy od
analiz fitochemicznych do badan biologicznych, z finatowymi analizami chemometrycznymi.
Jakkolwiek znaczna czes¢ przeprowadzonych badan ma charakter screeningowy, to posiadaja
one duzg wartos¢ praktyczna.

Podsumowujac, Autorka pracy wykazata sie doskonatg znajomoscia i umiejetnoscia
wykorzystania zarowno klasycznej, jak i nowoczesnej metodyki badawczej z rdéinych
dyscyplin naukowych, zaréwno z chemii analitycznej, fitochemii, farmakologii, mikrobiologii
i chemometrii.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska (w nowej formule) przypomina klasyczna
rozprawe habilitacyjng. Zestaw szesciu oryginalnych publikacji prezentujacych wyniki pracy
doktorskiej poprzedzony jest szerokim, ok. 140 stronicowym tekstem, w ktorym Autorka
przybliza czytelnikowi rozwigzywang problematyke naukowo-badawczg, prezentujac cele,
metodyke, wyniki i ich podsumowanie oraz liczne pozycje pismiennictwa.

Czes¢ teoretyczna pracy, okreslona jako ,czes¢ literaturowa”, poprzedzona jest
rzeczcowymi streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz wstepem. W_ czesci
teoretycznej na ok. 30 stronach tekstu Autorka przedstawia krotkg charakterystyke
biologiczno-chemiczno-farmakologiczng gatunkow roslin z rodzaju Thymus sp. — tymianek.
Kolejno rzeczowo prezentuje grupy zwigzkéw typowych dla przedstawicieli tego taksonu,
ktére objeto analizg — sktadniki olejkow eterycznych, kwasy fenolowe i flawonoidy.
Rzeczowo opisuje witasciwosci biologiczne ekstraktow roslinnych objete badaniami
— wiasciwosci antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe, prezentujac
rézne znane metody stosowane w celu ich udowodnienia.

Za wartosciowe i $wiadczgce o dojrzatosci naukowej w tej czesci pracy nalezy uznac
umiejetne  wyselekcjonowanie istotnych informacji nawigzujgcych do  zakresu
zaplanowanych badan.

Mimo (albo z powodu) réznowatkowej czesci teoretycznej pracy pominieto jednak
istotne informacje, m. in.:

— nie do konca jest zrozumiaty wybor 6 reprezentatywnych gatunkéw z rodzaju Thymus
sp. opisanych w czesci teoretycznej, tym bardziej, ze dwdch sposrdd nich nie objeto
badaniami. Zabrakto z kolei charakterystyki Thymus zygis — Tymianku iberyjskiego,
wyrdznianego zaréwno przez Int. Pharm. i Eur. Pharm. jako gatunek réwnocenny
z Thymus vulgaris. Szkoda tez, ze gatunek ten nie byt objety ani badaniami
fitochemicznymi, ani biologicznymi,

— w opisie analizowanych grup zwigzkow zabrakto miedzy innymi promocji kwaséw
fenolowych jako zwigzkéw o wifasciwosciach antyagregacyjnych i immuno-
stymulujacych, flawonoidow jako znanych zwigzkéw o  wtasciwosciach
uszczelniajgcych naczynia kapilarne; z kolei w informacjach o olejkach eterycznych
zabrakto informacji o ich istotnych wtasciwosciach uspokajajacych, draznigcych skére
i zotciopednych,

— brak informacji o wazinej pozycji w lecznictwie onkologicznym takich zwigzkow
pochodzenia roslinnego, jak paklitaksel (dawniej: taksol, pozyskiwany z cisow),
winkrystyna i winblastyna (pozyskiwane z barwinka rézowego), czy pochodne
podofilotoksyny (pozyskiwane ze stopkowca),




— w grupie zwigzkow pochodzenia roslinnego zalecanych w prewencji chordb
nowotworowych powinny by¢ wymienione glukozynolaty (S-glikozydy) wystepujace
w rodzinie Brassicaceae (Kapustowate) i lotne zwigzki zawierajgce siarke
charakterystyczne dla rodzaju Allium sp..

Kolejna obszerna (ok. 100 str.) czes¢ tekstu, czes¢ eksperymentalna, okreslona
w pracy jako ,czes¢ doswiadczalna” obejmuje metodyke i omdwienie wynikéw z podziatem
na badania fitochemiczne i badania biologicznej aktywnosci ekstraktow, przeplatane
nowoczesnymi, oryginalnymi badaniami chemometrycznymi.

Omowienie wynikoéw zostato wzbogacone w atrakcyjne elementy graficzne — m. in. w
profesjonalne tabele, schematy, krzywe wzorcowe, chromatogramy, densytogramy
i szczegolnie atrakcyjne dendrogramy.

Czesc¢ eksperymentalng konczg: rzeczowe (1.5 str.) ,podsumowanie wynikéw” oraz
prezentacja dorobku naukowego — wykaz szesciu oryginalnych publikacji i bardzo licznych
- 31 komunikatéw zjazdowych, zwigzanych z realizacjg pracy doktorskiej.

PiSmiennictwo, poprzedzone CV Autorki pracy, okreSlone jako ,literatura”,
umieszczone na koncu tekstu obejmuje az 345 pozycji nawigzujacych tematycznie do
roznych aspektow poruszanych w pracy.

Proponuje uzupetnienie tej bogatej listy o prace przeglagdowa dotyczacg zastosowan
metod chromatograficznych w analizie substancji i preparatéw farmaceutycznych, w tym
surowcow pochodzenia roslinnego oraz o wybrane pozycje ksigzkowe dotyczace
wystepowania gatunkow z rodzaju Thymus sp. w Europie i w Polsce oraz o klasyczng pozycje
dotyczaca chemotaksonomii roslin i monografie Thymus vulgaris w Int. Pharm..

— Ekiert R., Krzek J. i in. - ,Wykorzystanie technik chromatograficznych

i elektroforetycznych w analizie substancji i preparatéw farmakopealnych”, Farmacja

Polska, 2012, 68, 63-68,

— Tutin T., Heywood V. H., et al. — “Flora Europaea” Cambridge University Press,

Cambridge, 1968,

— Szafer Wt., Kulczynski St. i in. —, Rosliny polskie” PWN, Warszawa, 1986,
— Hegnauer R. — ,Chemotaxonomie der Pflanzen”, Bd. 4, Bd. 8, Birkhauser Verlag, Basel

und Stuttgart, 1966 i 1989,

—  WHO Monographs on selected medicinal plants, vol. 1, Thymi herba ,WHO, Geneva,

1999.

Prace te, a szczegdlnie odpowiednie fragmenty wymienionych pozycji ksigzkowych,
ze wzgledu na ich ograniczong dostepnosc, z przyjemnoscia przesle Autorce pracy.

Pod wzgledem edytorskim praca przygotowana jest bez zarzutu.

Przy znacznej objetosci tekstu (tgcznie z pismiennictwem ok. 160 stron) prawie
niemozliwe byto unikniecie btedéw stylistycznych i typu edytorskiego, ktérych
zdecydowatam sie nie wymienia¢ (ich przyktady zostang ewentualnie wymienione
w bezposredniej rozmowie z Autorka). Zwrdéce uwage jedynie na wybrane btedy
nomenklaturowe i drobne btedy merytoryczne, ktére wkradty sie tekst:

— kwas  protokatechowy sporadycznie nazywany jest btednie  kwasem
protokatechinowym,

— amoniakoliaza fenyloalaninowa btednie nazwana jest amoniakolizg fenyloalaninowg,

— kwas cynamonowy i kwas benzoesowy btednie zaklasyfikowane zostaty do kwaséw
fenolowych,

— garbniki okreslono jako zwigzki garbnikowe,




— rodzina Lamiaceae, to rodzina Jasnotowatych (dawna nazwa rodziny — Labiatae, to
Wargowe); w tekscie parokrotnie zestawienia nazwy w j. tacinskim i w j. polskim
wystepujg w innych kombinacjach),

— okreslenie ,jagoda” w nomenklaturze botanicznej oznacza okreslony typ budowy
owocu (np. owoc pomidora jest jagodg); w teksécie pracy chodzito chyba o boréwke
czarna (??!).

Inne uwagi dotyczace niedoskonatosci pracy ograniczaja sie w zasadzie tylko do:

— nieprecyzyjnego do konca tytutu pracy, w ktérym brak informacji o podjednostkach
taksonomicznych gatunkow z rodzajy Thymus sp., ktore objeto badaniami oraz brak
informacji o nowatorskich, oryginalnych badaniach chemometrycznych,

— braku wizerunku (-6w) przynajmniej jednego (lub dwdch) przedstawiciela (-i) rodzaju
Thymus sp. rosngcego (-ych) in vivo — np. Thymus vulgaris lub/i Thymus serpyllum; ich
obecnos¢ pozwolitaby potencjalnym czytelnikom, w tym szczegdlnie specjalistom
z zakresu nauk chemicznych na swiadomy odbidr i ocene prezentowanych wynikow,

— paru (w zasadzie dyskusyjnych) uwag dotyczgcych czesci teoretycznej pracy, ktére
przedstawiono powyzej w krotkiej ocenie tej czesci pracy,

— niezbyt szczesliwej decyzji dotyczgcej miejsca umieszczenia w pracy C. V. i informacji
o dorobku naukowym Autorki przed wykazem pismiennictwa. Uwazam, ze dane te
powinny by¢ umieszczone albo na poczatku, albo na koncu rozprawy,

— braku spisu tabel i rycin, ktore co prawda zwiekszytyby nieco objetos¢ dysertacji, ale
rownoczesnie bytyby bardzo pomocne dla potencjalnego czytelnika,

— merytoryczng niedoskonatoscig pracy jest porownywanie zdolnosci biosyntetycznych
roznych gatunkéw z rodziny Lamiaceae (z rodzaju Salvia sp., Thymus sp. i dwdch
odmian Dracocephalum moldavica), materiatu roslinnego pochodzgcego co prawda z
tego samego stanowiska (Ogréd Roslin  Leczniczych Katedry Farmakognozji
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie), ale zebranego w rdéznych latach wegetacji
(2009 r. — Salvia sp. i 2011 r. — pozostaty materiat roslinny),

— merytoryczng niedoskonatoscig pracy, o innym charakterze, jest brak wyraznego
podkreslenia potencjalnej aplikacyjnosci uzyskanych wynikéw, zwigzany ze
screeningowym charakterem wiekszosci badan. Brak ten réwnoczesnie swiadczy
o naukowej ostroznosci i ,,skromnosci” Autorki pracy.

Jestem pewna, ze do kazdej z wymienionych niedoskonatosci bardzo rozsadnie
ustosunkuje sie Autorka pracy.

Podsumowujac, przedtozong do recenzji prace oceniam bardzo wysoko. Stanowi ona
bogate kompendium wiedzy o mozliwosciach wykorzystania rdinych technik
chromatograficznych w badaniach sktadu chemicznego réznych gatunkéw i podjednostek
taksonomicznych z rodzaju Thymus sp., w ocenie wartosci pozyskiwanych z tego materiatu
roslinnego surowcow dla celow farmaceutycznych, kosmetycznych i spozywczych.

Wyniki pracy dokumentujg tez bardzo cenne wiasciwosci biologiczne wybranych
ekstraktow z badanego materiatu roslinnego — zaréwno wtasciwosci antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, jak i przeciwbakteryjne.

Niezwykle atrakcyjna, nowatorskg i wartosciowa czescia pracy s3 badania
chemometryczne dotyczace zaréwno uzyskanych wynikow w czesci analitycznej, jak
i w badaniach wtasciwosci biologicznych.

Niewielu specjalistow w Polsce i Europie zajmuje sie profesjonalnie badaniami
chemometrycznymi. Autorka rozprawy dotacza do tej elitarnej grupy.




Chociaz znaczna cze$¢ przeprowadzonych w ramach ocenianej pracy badan ma
charakter screeningowy, to wyniki tych badan posiadaja zaréwno istotne walory poznawcze,
jak i praktyczne.

Przedtozona do oceny praca zastuguje na wyroznienie nie tylko ze wzgledu na zakres
przeprowadzonych badan, ale przede wszystkim nowatorstwo uzyskanych wynikéw i ich
potencjalng aplikacyjnos¢.

Sama Autorka pracy podkresla poznawczy charakter uzyskanych wynikéw badan;
z duzg ostroznoscig i skromnoscig zwraca uwage na ich potencjalnie aplikacyjne znaczenie,
co $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej.

Ocena dorobku naukowego

Mgr Marta Ortowska jest wspodtautorkg szesciu oryginalnych publikacji naukowych.
Wszystkie publikacje przedstawiajg wyniki badan wykonanych w ramach ocenianej pracy
doktorskiej. Wszystkie publikacje zwigzane s3 z problematykg naukowq z zakresu chemii
analitycznej, w tym szczegdlnie z r6zng metodologig chromatograficzng, oraz z chemometria.

Wyniki badan Autorka opublikowata w renomowanych czasopismach z listy
filadelfijskiej, co swiadczy o wysokim poziomie merytorycznym, oryginalnosci i atrakcyjnosci
uzyskanych wynikow (Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, Journal of
the Association of Analytical Chemists International, Acta Chromatographica). W czterech
publikacjach Mgr M. Ortowska jest pierwszym, gtéwnym Autorem, w kolejnych dwdch
drugim. taczna wartosc¢ wspotczynnika oddziatywania IF publikacji wynosi okoto 5.7.

Publikacje te, to dorobek zaledwie z okresu trzech lat (2012 — 2015), co swiadczy
o duzej aktywnosci naukowej Doktorantki. Potwierdzeniem niezwykle duzej aktywnosci s3
ponadto bardzo liczne komunikaty zjazdowe (z lat 2012 — 2015) w liczbie 31 (w tym dwa
komunikaty ustne i 29 prezentacji posterowych), prezentowane na zjazdach krajowych,
miedzynarodowych w kraju i zagranicznych (Belgrad, Siofok), zwigzane zaréwno
z problematykg ogdlnochemiczng, fitochemiczng, z zakresu chemii analitycznej
i chromatografii oraz na konferencjach studenckich i doktoranckich. Komunikaty te
w wiekszosci zwigzane sg z problematyka naukowg pracy doktorskiej.

Dotychczasowy bogaty dorobek naukowy i duza aktywnos¢ naukowa Pani Mgr Marty
Ortowskiej wskazuja, ze jest Ona dobrym kandydatem do uzyskania stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych.

Whiosek korcowy

Bioragc pod uwage przedstawiong powyzej wysokg ocene merytoryczng
i metodologiczng rozprawy doktorskiej oraz wysokg ocene dorobku naukowego, zwracam sie
do Wysokiej Rady Instytutu Chemii Wydziatu Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach z wnioskiem o dopuszczenie Pani Mgr Marty Ortowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z petnym przekonaniem wnioskuje réwniez o wyrdznienie pracy.

Krakow, 2016.04.04 KIEROWNIK

Katedry | Zakladu Botaniki Farmaceutycznej UJ CM
T A {
V/ Zer?
prof. dr hab. Halina Ekiert

10



