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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Orlowskiej

s,Badanie sktadu jakosciowego i tloSciowego wybranych gatunkéw tymianku
oraz ich wlasciwosci biologicznych”

NALIZA fitochemiczna oraz badanie aktywnosci cial czynnych jest jednym z najwazniejszych
trendéw wspodlezesnej farmakognozji. Ogromy postep tworzy zludne wrazenie, ze wszystkie
gatunki sa kompleksowo fitochemicznie przebadane. Jednak nadal sktad wielu z nich stanowi catko-
witg tajemnice. Dodatkowo zawarto$¢ cial czynnych w roslinach zalezy od wielu czynnikéw i w pelni
uzasadnione sg badania poréwnawcze tych samych taksonow zebranych z réznych regionéw geogra-
ficznych. Do takiego trendu badawczego zalicza sie przedtozona do recenzji dysertacja doktorska,
wykonana w Instytucie Chemii Wydziatu Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Slaskiego pod
kierunkiem dra hab. MIECZYSEAWA SAJEWICZA. Badania byly dofinansowane z dotacji podmio-
towej zadan projakosciowych, dotacji dla mlodych naukowcéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego oraz unijnego programu stypendialnego realizowanego w ramach Europejskiego Fundu-
szu Spolecznego DoktoRIS - Program stypendialny na rzecz innowacyjnego Slaska. Praca liczy
222 strony, w tym 166 stron wlasciwej dysertacji oraz 56 stron suplementu, zawierajacego odbitki
6 publikacji, zamieszczonych w 3 czasopismach ze wspélczynnikiem IF.

Na poczatku pracy zamieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz stosowa-
nych skrétéw i akronimoéow. Zwiezly i dwustronicowy wstep stanowi przejécie do czesci teoretycznej,
liczacej 32 strony. Doktorantka podaje na poczatku opis taksonu Thymus vulgaris L. i pozycje
systematyczna tego gatunku. Po scharakteryzowaniu szerokiego zastosowania tej rosliny nastepu-
ja zwiezle opisy pieciu innych gatunkéw: T. serpyllum L., T. pulegioides L., T. mastichina L.,
T. capitatus (L.) HOFFMANNS. & LINK oraz T. x citriodorus (PERS.) SCHREB. Dalej Autorka
podaje opis najwazniejszych cial czynnych wystepujacych w badanych rodlinach. W czesci podwie-
conej olejkom eterycznym znajdujemy zestawienie najczesciej spotykanych sktadnikow, opis sktadu
olejku tymiankowego wraz ze wzorami cial czynnych oraz metodyke otrzymywania olejkéw z surow-
céw rodlinnych. Nastepnie Autorka przedstawia czytelnikowi najwazniejsze dane na temat polifenoli
z podzialem na kwasy fenolowe oraz flawonoidy.

Kolejna czeéé pracy wprowadza w aktywnosé antyoksydacyjna, przeciwbakteryjna i przeciwnowo-
tworowa. Doktorantka szczegélowo omawia wolne rodniki, ich wystepowanie w organizmach zywych
oraz rys historiczny pojecia przeciwutleniaczy wraz z opisem mechanizmoéw ich dzialania. Dalej
nastepuja opisy metodologii badawczych oznaczania aktywnoéci antyoksydacynej oraz przeciwno-
wotworowe;j.

Doktorantka postanowita w pierwszej kolejnoéci wykorzystaé¢ chromatografie wysokosprawng oraz
cienkowarstwowg do poréwnania zawartodci frakcji zwiazkéw fenolowych w gatunkach z rodzajow
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Thymus, Salvia oraz Dracocephalum oraz poréwnaé sktad olejkéw eterycznych w wybranych gatun-
kach rodzaju Thymus technikg GC-MS. Zaplanowano takze poréwnanie efektywnosci dwoch technik
wyodrebniania zwiazkéw lotnych z materialu roélinnego oraz badanie wlasciwosci antyoksydacyj-
nych technikami EPR, TLC i spektrofotometrii UV-Vis. Jako uzupetnienie projektu zaplanowano
badania wtasciwosci przeciwbakteryjnych oraz przeciwnowotworowych.

Wstepna, ale bardzo pracochtonng czeécia badan, byta optymalizacja przyspieszonej ekstrakcji roz-
puszczalnikowej surowca T. vulgaris L. z zastosowaniem chemometrycznego projektowania ekspe-
rymentu (Central Composite Design). Otrzymano zaleznos$¢ efektywnosci ekstrakeji jako funkeji
dwéch parametréw: stezenia metanolu oraz temperatury. Istotnosé efektéw (wspoélezynnikéw re-
gresji) zbadano analiza wariancji z dodatkowa ocena reszt, bledu dopasowania i wspélezynnika
determinacji. Za efektywnosé¢ ekstrakcji Doktorantka przyjeta pole powierzchni pod densytogra-
mem, przy czym koncowy densytogram stanowil wynik zaawansowanej obrébki chemometrycznej
zestawu densytogramow dla wielu dtugosci fali. Densytogramy usredniono w optymalnym zakresie
spektralnym, odjeto od nich sygnatl czystej ptytki, usunieto linie podstawowsa oraz natozono sygna-
ty na siebie celem niwelacji losowych przesunieé. W doborze odpowiednich warunkéw ekstrakeji,
niezaleznie od maksymalizacji otrzymanej funkcji odpowiedzi, uwzgledniono zjawisko rozktadu ciat
czynnych, zaobserwowane w wyzszych temperaturach podczas dodatkowych badan analitycznych.

Chromatograficzne odciski palca TLC frakcji zwiazkéw fenolowych poréwnano dla dwéch gatun-
kéw z rodzaju Thymus: Thymus serpyllum L., Thymus vulgaris L., jak réwniez dodatkowo Salvia
triloba L.F., Salvia staminea MONTBRET & AUCHER ex BENTH. oraz dwéch form Dracocephalum
moldavica L. Przeanalizowano szesé¢ frakcji: octanowe glikozydy flawonoidowe, butanolowe gliko-
zydy flawonoidowe, aglikony flawonoidowe, wolne kwasy fenolowe oraz kwasy fenolowe uwolnione
w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowej. Densytogramy rejestrowano przy optymalnej dlugosci
fali 366 nm, a w dysertacji skupiono si¢ na wynikach z trzech najwazniejszych frakcji. Najwicksza
zdolnos¢ réznicowania badanych taksondéw miata frakcja aglikonéow flawonoidowych. Niezaleznie od
TLC, otrzymano réwniez dane HPLC rejestrowane detektorem ELSD oraz DAD (przy dtugosci fali
254 nm) z zastosowaniem elucji gradientowe;.

Lotne frakcje gatunkéow Thymus Doktorantka przebadala chromatografia gazowa z detekcja MS
celem identyfikacji najwazniejszych zwigzkow. Zidentyfikowano ich 29 i przedstawiono wzgledna
zawarto$¢ w formie dwoch obszernych tabel. Do poréwnania zarejestrowanych na tym etapie sy-
gnaldow zastosowano analize czynnikow gltéownych po wstepnej obrébce polegajacej na odszumieniu,
usunieciu linii podstawowej oraz nalozeniu sygnatéw. Analizowane gatunki podzielono na 3 wyrazne
grupy i zidentyfikowano zwiazki odpowiedzialne za réznice pomiedzy tymi grupami.

Dodatkowo wykonano poréwnanie szesciu gatunkéw przy pomocy srednich densytograméw meto-
da ANOVA-PCA oraz ANOVA-SCA. Wstepna obrébka polegala na eliminacji tla, korekcji linii
podstawowej oraz nalozeniu. Istotnos¢ gatunku oraz istotno$é¢ jego partii byla badana wzgledem
50 tysiecy permutacji danych i znajdowala sie daleko poza krzywa gestosci rozkladu permutacji.
Zaobserwowano, ze gatunki T. wvulgaris i T. serpyllum réznia sie od pozostaltych, a za te réznice
odpowiadajg zwiazki potozone w specyficznym miejscu densytogramu.

Aktywnosé przeciwdrobnoustrojows okreslono wzgledem bakterii Bacillus subtilis testem dot blot,
mierzac powierzchnie strefy zahamowania wzrostu bakterii na ptytce chromatograficznej. Najwiek-
szg uzyskano dla T. x citriodorus ‘Golden Dwarf’ oraz T. marschallianus. Analogiczny test zasto-
sowano do oceny zdolnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu DPPH i ABTS, przy czym analize TLC
uzupetniono tutaj spektroskopia EPR i spektrofotometria UV-Vis. W przypadku kazdej z me-
tod najwieksza aktywnos$é przeciwutleniajaca zaobserwowano dla form 7. serpyllum, a najnizsza



T. praecor ‘Pygmaeus’ oraz korzenia T. X citriodorus ‘Golden Dwarf".

Aktywno$é przeciwnowotworowa byta badana z uzyciem linii komérkowej ludzkiego raka okreznicy
HCT116. Wszystkie przebadane gatunki wykazaly wtadciwosci przeciwnowotworowe, najwieksza
w przypadku jednej z form T. serpyllum (ktéra wykazuje réwniez najwieksza zdolnosé antyoksy-
dacyjna), a najnizsza dla T. vulgaris.

Otrzymane dane aktywnoéci zostaly catosciowo poréwnane z wykorzystaniem hierarchicznej analizy
skupien oraz analizy czynnikéow gléwnych. Pozwolitlo to na podzial badanych gatunkéw na 3 grupy
pod wzgledem zdolnosci antyoksydacyjnej oraz 4 grupy pod wzgledem aktywno$ci biologiczne;j.
Dodatkowo wykazano, ze ekstrakty wykazujace silne wlasciwosci przeciwutleniajace posiadaja niskie
wladciwosci przeciwbakteryjne, a obydwie powyzsze wlasciwosci sa calkowicie nieskorelowane z
aktywnoscia przeciwnowotworows.

Prace konczy zwiezte, ale trafne podsumowanie. Przed suplementem zawierajacym odbitki publi-
kacji zamieszczono réwniez liste doniesien zjazdowych (29 pozycji) oraz CV Doktorantki.

Praca zawiera pewne drobne niescistoéci, ktére z obowiazku recenzenta chcialbym wymienic.

1. Mimo, ze dysertacja zawiera az 345 pozycji literaturowych, umiejscowienie przeprowadzonych
badan w kontekscie dotychczasowych wynikéw innych badaczy praktycznie nie ma miejsca.
W literaturze mozna odnalezé prace opisujace pewien podzbiér badanych gatunkéw zebra-
ny z innych regionéw geobotanicznych i badany w zblizony sposéb. Ze wzgledu na specyfike
tematyki badawczej nie obniza to warto$ci naukowej pracy, jednakze krytyczne poréwna-
nie znacznie powiekszyloby warto$¢ naukowa. Istnieja takze wczesniejsze publikacje (wbrew
deklaracji na str. 114), przedstawiajace wyniki bioautografii, jednak dla innych gatunkéw
bakterii'.

2. Nazywanie wszystkich gatunkow z rodzaju Thymus stowem ,tymianek” jest niepoprawne
— polska nazwa tego rodzaju to ,macierzanka”. Tylko T. vulgaris ma nazwe ,macierzanka
tymianek”. Nie mozna mowi¢ o ,réznych gatunkach tymianku”, lecz o réznych gatunkach
z rodzaju Thymus.

3. W pracach doswiadczalnych operujacych na roslinach konieczne jest bardzo szczegdtowe i jed-
noznaczne okreslenie badanych gatunkéw na podstawie najbardziej aktualnych baz taksono-
micznych. Dotyczy to w szczegdlnym stopniu rodzajéw o licznych gatunkach i wielu synoni-
mach, a wtasnie przyktadem tego jest rodzaj Thymus:

e zaréwno T. pannonicus ALL., jak i T. marschallianus WILLD. sa obecnie uznane za
synonimy tego samego gatunku z obowiazujaca nazwa T. pulegioides subsp. pannonicus
(ALL.) KERGUELEN

e T. pseudolanuginosus RONNIGER jest synonimem 7. praecox subsp. britannicus (RON-
NIGER) HOLUB i ta ostatnia nazwa jest obecnie obowigzujaca?

e T. austriacus BERNH. ex RCHB. jest synonimem obowiazujacej obecnie nazwy T. odo-
ratissimus MILL.

e opisany w czesci teoretycznej, a nie badany T. capitatus (L.) HOFFMANNS. & LINK jest
obecnie klasyfikowany poza rodzajem Thymus jako Thymbra capitata (L.) CAv.

'np. Horvéth et al. (2004) J. Planar Chromatogr. 17 (4), 300-304.

2Wedtug niepewnych literaturowo sugestii T. praecox var. arcticus (w pracy wymieniony jako subsp. arcticus) jest
takze synonimem subsp. britannicus.



e dla Salvia triloba L.F. obowiazuje obecnie nazwa Salvia fruticosa MILL.

4. Uzyte nazewnictwo pozostawia w niektérych przypadkach watpliwosci, czy mamy do czynie-
nia z kultywarami, czy tez podgatunkami lub odmianami botanicznymi. Dotyczy to gltownie
T. serpyllum ‘Albus‘, gdzie opréocz takiego kultywaru istnieje rowniez odmiana botaniczna
T. serpyllum var. albus B. GHOSH & U. C. BHATTACH.. Mieszanice powinny by¢ oznako-
wane znakiem X, dotyczy to T. X citriodorus. Sformutowanie ,gatunek z bialym /niebieskim
kwiatostanem” jest niebotaniczne.

5. Fakt pozyskania materiatu roslinnego z ogrodu botanicznego nie zwalnia badacza z poda-
nia nazwiska osoby, ktora dokonala identyfikacji taksonomicznej badanego materialu oraz
zachowania egzemplarzy zielnikowych. Obecnie, ze wzgledu na rozpowszechnienie fotografii
cyfrowej i dobrych skaneréw, skany egzemplarzy zielnikowych sg standardowym suplementem
do dokumentacji badan.

Drobniejsze szczegdly: nie ma ,,Polskiej Farmakopei VI” (str. 52), lecz jest Farmakopea Polska VI
(skrét FP VI). Czynniki gléwne (PCs) nie sa ,prostopadlymi wektorami” (str. 94), lecz indek-
sami projekcji na prostopadle wektory (tzw. wektory obciazen). Nibyokoétek (verticillastrum) nie
jest kwiatostanem groniastym, lecz wierzchotkowym (str. 14). Kwas benzoesowy nie jest kwasem
fenolowym (str. 25).

Niezaleznie od powyzszych stabszych stron pracy, nalezy wyraznie podkredli¢ jej dobre strony:
cato$ciowe ujecie kompleksowego zadania badawczego na obfitym materiale rodlinnym, zastosowa-
nie licznych metod badawczych oraz skuteczne i poprawne stosowanie metod chemometrycznych
(w tym rzadko uzywanych, jak ANOVA-PCA i ANOVA-SCA), zar6wno na etapie projektowania
eksperymentu, jak i na etapie analizy licznych danych doswiadczalnych. Uzyskane wyniki stanowia
bardzo wazny wkiad w badania roglin z rodziny Lamiaceae i sg wazne w skali $wiatowej.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Marty Orlowskiej spelnia wszystkie wymagania stawiane
pracom doktorskim, zawiera istotne elementy nowosSci naukowej i wnioskuje o dopuszczenie Dok-
torantki do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Lublin, 17 marca 2016.
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