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pracy doktorskiej mgr Katarzyny Jakimiuk

pt: ,,Charakterystyka fitochemiczna oraz ocena aktywnosci
biologicznej czesci nadziemnych wybranych gatunkow z rodzaju
Scleranthus L.

przedstawiona Kolegium Nauk Farmaceutycznych

Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Pragne podzigkowa¢ Dziekanowi Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku oraz Senatowi Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku za
powierzenie mi zaszczytu recenzowania rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Jakimiuk
zatytutowanej ,,Charakterystyka fitochemiczna oraz ocena aktywnosci biologicznej czesci
nadziemnslch wybranych gatunkéw z rodzaju Scleranthus 1..” przygotowanej w Zakladzie
Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku pod kierunkiem dr hab. n. farm. Michata Tomczyka.

Szacuje sig, ze sposrod okoto 250 000-500 000 gatunkéw roslin wystepujacych na
swiecie okolo 5-15 % jest zbadanych w zakresie skladu chemicznego i dzialania leczniczego.
Prace badawcze nad gatunkami dostarczajacymi surowcéw leczniczych stosowanych w
tradycyjnych systemach terapeutycznych, umozliwity wprowadzenie na rynek farmaceutyczny
nowych lekéw i suplementéw pochodzenia roslinnego, np. korzenia pelargonii afrykanskiej
(Pelargoniom sidoides), korzenia rézefica gorskiego (Rodiola rosea) czy ziela brodziuszki

wiechowatej (dndrographis paniculata). Ponadto, w ramach wielu swiatowych programéw




badawczych eksplorujacych $wiat roslin oraz organizméw morskich (programy badawcze m.
in. National Cancer Institute) wyodrebniono szereg substancji chemicznych, z ktorych czesé
jest stosowana w celach leczniczych a inne pozostajg potencjalnymi kandydatami na leki.
Szacuje si¢, ze okolo 60% lekéw ma zwiazek 1 wywodzi sie ze $wiata naturalnego. W
poszukiwaniu nowych surowcoéw roslinnych oraz zwiazkéw chemicznych pochodzenia
naturalnego wykorzystuje sie wszystkie dostgpne obecnie narzedzia badawcze z obszaru
chemii, w tym fitochemii, preparatyki chromatograficznej, badan strukturalnych, biochemii,
biologii molekularnej oraz farmakologii. Przelomem w rozwoju badan fitochemicznych 1
farmakognostycznych, byt postep w technikach separacyjnych, w tym szczegOlnie technikach
sprzezenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej z selektywnymi detektorami, gtownie
spektrometrami mas réznych typoéw. oraz detektorem NMR. Ukierunkowane na okreslone
rodzaje aktywnoéei biologicznej badania surowcow roélinnych i otrzymywanych z nich
ekstraktow, doprowadzily do wyodrgbnienia i ustalenia struktur chemicznych okoto 200 000-

300 000 nowych zwigzkéw, w tym rocznie jest izolowanych i identyfikowanych okoto 1600.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, poprzez zatozone cele, wybrany
przedmiot badan, osiggnigte przez Doktorantke rezultaty, wlacza sie w ten Swiatowy nurt
badafi, wybierajac jako przedmiot poszukiwan farmakognostycznych (obejmujacych analize
kompozycji zwigzkéw czynnych z grupy zwiazkow flawonoidowych w polaczeniu z
wybranymi kierunkami aktywnosci biologicznej) — dwa gatunki z rodzaju Scleranthus,
mianowicie Scleranthus perennis (czerwiec trwaly) 1 S. annuus (czerwiec roczny)
(Caryophyllaceae). Obydwa nie byty wezesniej szczegotowo badane i nie ma pelnych danych
o sktadzie chemicznym czeéci nadziemnej (ziela), w tym przede wszystkim o zwiazkach

flawonoidowych i ich dziataniu biologicznym.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Jakimiuk jest cyklem 5 publikacji — 2 prac

przegladowych i 3 prac eksperymentalnych, mianowicie:

1. Jakimiuk K, Strawa JW, Granica S, Tomczyk M. New flavone C-glycoside s from
Scleranthus perennis and their anti-collagenase activity. Molecules, 2021, 26, 5631,
DOI: 10.3390/molecules26185631

2. Jakimiuk K, Strawa JW, Granica S, Locatelli M, Tartaglia A, Tomeczyk M.
Determination of flavonoids in selected Scleranthus species and their anti-collagenase
and antioxidant potential.Molecules, 2022, 27, 2015. DOT: 10.3390/molecules27062015

3. Jakimiuk K, Suat S, Milewski R, Supuran CT, Sohretoglu D, Tomcezyk M.
Flavonoids as tyrosinase inhibitors in in silico and in vitro models: basic framework of



SAR using a statistical modeling approach. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 2022, 37, 427-436. DOI: 10.1080/14756366.2021.2014832

4. Jakimiuk K, Gesek J, Atanasov AG, Tomcezyk M. Flavonoids as inhibitors of human
neutrophil elastase. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry 2021, 36,
1016-1028. DOT: 10.1080/14756366.2021.1927006

5. Jakimiuk K, Wink M, Tomczyk M. Flavonoids of the Caryophyllaceae.
Phytochemistry Reviews, 2022, 21, 179-218. DOIL: 10.1007/s11 101-021-09755-3

Udzial Autorki w wymienionych powyzej wieloautorskich pracach (pozycja 114 -
czterech autoréw, pozycje 2 i 3 - szesciu autoréw, pozycja 5 — trzech autoréw), stanowigcych
oceniany jako rozprawa doktorska cykl wynosi odpowiednio 70% (pozycja 1), 65% (pozycja
2), 70% (3), 80% (4) i 80% (5). We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym
autorem i jej udziat w ich opracowaniu polegat na przygotowaniu podstawowych zatozen badan
(publikacje 1-5), pozyskaniu materiatu badan (publikacje 1,2), korekcie merytorycznej pracy,
przeprowadzeniu pelnej procedury ekstrakeji (1,2), analizie wynikoéw  spektralnych i
spektroskopowych (prace 1-2), przygotowaniu probek do analizy jakosciowej i ilo$ciowe;j
(praca 2), wykonaniu oznaczenia i interpretacji wynikow na temat aktywnosci inhibicji
enzymatycznej (1,2) i antyoksydacyjnej (2), wykonaniu badan biologicznych w modelu in
vitro, analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw (3), stworzeniu zalozefi do analizy
statystycznej oraz badaniach w modelu in silico (3), przygotowaniu schematu pracy, zebraniu
1 zestawieniu literatury (4,5), opracowaniu zestawienia chemotaksonomicznego rodziny
botanicznej Caryophyllaceae oraz dyskusji pracy (5), czgsci odnoszacej si¢ do aktywnosci
flawonoidow wzgledem elastazy, wlasciwosci biologicznych elastazy, stworzeniu schematu
poréwnujgcego aktywno$¢ biologiczng z badaniami strukturalnymi i dyskusji (4). W
oswiadczeniach pozostalych autordw, wskazuja oni na korekte merytoryczng prac,
wsplltworzenie koncepcji pracy, edycji finalnej wersji manuskryptu, pelnienia funkcji autora
korespondencyjnego, wspéttworzenia metody ekstrakcyjnej, wykonania fragmentacji MS w
celu identyfikacji wyizolowanych zwigzkow, wykonania analizy jakos$ciowego i ilosciowego
skladu fitochemicznego ekstraktow i frakcji uzyskanych z badanych gatunkéw roSlin,
uczestniczeniu w izolacji zwiazkéw oraz korekcie ostatecznej manuskryptu, wspotudziale w
wykonaniu analiz jako$ciowych materiatu roslinnego, korekcie i edytorskich poprawkach.
Zalaczone oswiadczenia potwierdzajg fakt, ze Doktorantka byta badaczem wiodacym w tych
zespolach, uczestniczacym we wszystkich etapach prowadzonych badan, poczawszy od

ekstrakcji, separacji, identyfikacji chromatograficznej z uzyciem HPLC-MS/MS oraz z




uzyciem technik 1D i 2D NMR, interpretacji otrzymanych wynikow, wykonania testow
aktywnosci biologicznej oraz przygotowania manuskryptow. Prace eksperymentalne zostaty
opublikowane w czasopismach z listy filadefilskiej, Molecules (2 publikacje), Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry (2 publikacje), Phytochemistry Reviews (1)a iich
warto$é IF wynosi odpowiednio praca 112 —IF2020 - 4.412, praca 3 — IF2020 - 5.051, praca
4 TF2020 - 5.051, praca 5 IF2020 - 5.374. Sumaryczny IF dla cyklu prac wynosi 24.30 a
sumaryczna warto$¢ punktéw MNiSW 660. Bardzo wysoka sumaryczna warto$¢ IF oraz
punktéw MNiSW przypisanych powyzej wymienionym publikacjom, $wiadczy o wysokiej
warto$ci naukowej prac Doktorantki. Wszystkie czasopisma, Molecules, Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry and Phytochemisiry Reviews, W ktérych zamieszczone sg
prace eksperymentalne oraz teoretyczne naleza do grupy czasopism z najwyzsza wartoscig
parametru Quartile, mianowicie Q1. Liczba cytowan dla wymienionych powyzej publikacji
wynosi wg bazy Web of Science 18 a wg bazy Scopus 10, nalezy podkresli¢, ze prace zostaty
opublikowane w latach 2021-2022, dlatego obydwie liczby cytowan mozna uznac na wysokie.
W pracach teoretycznych Doktorantka opisata na podstawie zebranych danych literaturowych
- aktualny stan badan nad zwiazkami flawonoidowymi jako inhibitorami ludzkiej elastazy
neutrofilowej (publikacja 4) oraz scharakteryzowata zwiazki flawonoidowe dotychczas
wyodrebnione i zidentyfikowane w gatunkach z rodziny gozdzikowatych - Caryophyllaceae
(publikacja 5). Sa one wprowadzeniem teoretycznym do zaplanowych przez Doktorantke a
nastepnie przeprowadzonych przez Nig badan, jednoczesnie stanowiac punkt odniesienia dla

oceny wartodci i znaczenia osiggnietych w toku wlasnych prac wynikow.

W przedstawionych do oceny 3. publikacjach eksperymentalnych (pozycje 1-3), ktore
przeszly pozytywnie proces recenzji, Doktorantka przedstawita wyniki bardzo szeroko
zaplanowanych i przeprowadzonych badan fitochemicznych, ktére dostarczyty nowych danych
o kompozycji zwigzkow aktywnych biologicznie w obydwu badanych gatunkach czerwcow

oraz o ich potencjale antyoksydacyjnym, zdolnosci do hamowania kolagenazy oraz tyrozynazy.

Najwazniejszym osiagnigciem, w tym obszarze badan Doktorantki, jest izolacja i
podanie struktur czterech nowych w $wiecie ro$linnym zwigzkéw flawonoidowych, w tym 3 z
S annus :  8-C-B-D-ksylopiranozydo-2"-O-glukopiranozydu 5,7,3'-trihydroksy-4'-
acetoksyflawonu, 8-C-p-D-ksylopiranozydo-2"-O-glukopiranozydu 5,7,3'-trihydroksy-4'-
metoksyflawonu, 8—C—B—D—ksylopiranozydo—2”-O-(4"'-acetoksy)-glukopiranozydu 5,7-
dihydroksy-3'-metoksy-4'-acetoksyflawonu, 1 1 z S. perennis 8-C-f-D- arabinopiranozydo-2"-



O-(4"-acetoksy)-glukopiranozydu 5,7—dihydroksy-3'—metoksy-4'-acetoksyﬂawonu, ktérym

nadata nazwy zwyczajowe, odpowiednio sklerantozyd A - D.

Obecnos¢ sklerantozydow A-C w czesciach nadziemnych S. perennis potwierdzila
metodg LC-PDA-MS™. Ponadto ujawnila po raz pierwszy w rodzinie Caryophyllaceae obecnogé
apiopeanozydu - diglikozydu fenolowego, wykrytego dotychczas jedynie w gatunku Paeonia
suffruticosa. Wyodrebnienie nowych zwigzkow 1 ustalenie ich struktur (w oparciu o analize
danych widm UV, IR, MS, 'H, '*C NMR, DEPT, COSY, HSQC, HMBC) jest niewatpliwie
bardzo warto$ciowym wktadem Doktorantki do chemotaksonomii rodziny Caryophyllaceae
oraz nosi znamiona odkrycia naukowego. Ponadto ujawnila, poprzez izolacje i
przeprowadzenie w pelnym zakresie badan strukturalnych, obecno$¢ w zielu S. perennis
luceniny-1, wiceniny 2, chryzoeriolu-6-C—B-D-glukopiranozydu—8-C—(x—arabinofuranozydu
oraz 8-C-f-D-ksylopiranozydo-2"-O-glukozydu 5,7-dihydroksy-3'-metoksy-4'-
acetoksyflawonu, zidentyfikowanego dotychczas tylko w gatunku S. uncinatus i jednoczesnie
stanowigcego dominujgcy flawonoid w zielu S perennis. Weczesniej w rodzinie
Caryophyllaceae wykazano obecno$é wielu réznorodnych C — glikozydowych pochodnych
apigeniny i luteoliny o charakterze mono-, di- C-glikozydow i C- glikozydoestréw oraz O-
glikozydow C-glikozyddw flawonowych. W warunkach opracowanej metody LC-PDA-MS" w
zielu S. perennis wykazala obecnosé dodatkowych 14 zwigzkéw z grupy di-C-glikozydow
flawonowych, O-glikozydéw-C-glikozydéw dla ktorych podata przypuszcezalne struktury.
Sposréd nich 4 zwiazki flawonowe uznata za pochodne luteoliny, przy czym w tekscie
publikacji (pozycja 2; Molecules, 2022, 27, 2015) oraz rozdziale ,4.4.4. Analiza profili
fitochemicznych ekstraktow (SP1-SP3, SA1-SA3) oraz frakeji (SP4-SP6, SA4-SA6)” str. 16
brakuje szczegélowych danych, co bylo podstawg uznania 5,7,3’,4’-tetrahydroksyflawonu
(luteoliny) za aglikon zwigzkéw XIX-XXI oraz zwigzku XXIII. Odnotowaé nalezy réwniez
pewng niezgodnos$¢ w nazwie chemicznej wiceniny 2, ktéra Jest pochodnag apigeniny i posiada
grupe OH w bocznym fenylu w pozycji C-4’ a nie w pozycji C-3°, jak podano na str. 16 oraz w

tekscie publikacji (pozycja 2; Molecules, 2022, 27, 2015}

W obszarze badan aktywnosci biologicznej zwiagzkéw flawonoidowyh, nie tylko tych
wyodrebnionych z badanych surowcéw — tacznie przebadano 44 zwigzki reprezentujgce rézne
grupy flawonoidowe, Doktorantka odniosta kolejny sukces naukowy, wyjasniajac i opisujac
zaleznosci miedzy struktura chemiczna flawonoidu a aktywnoscig inhibitujacg tyrozynaze,
przede wszystkim ocenila wplyw obecnosci Iub braku grup hydroksylowych lub ich

metylacji/acetylacji/glikozylacji przy — wszystkich weglach  pierscienia B szkieletu
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flawonoidowego, a takze przy weglach C3, C5, C6, C7 i C8 pierscienia benzo-y-pironu.
Sposréd badanych zwigzkéw wyselekcjonowata flawonoidy o najsilniejszej aktywnosci
inhibitujacej — mianowicie izookanine, luteoline i kwercetyng. W oparciu o przeprowadzone
badania kinetyczne oraz komputerowe w modelu in silico okredlita typy inhibicji dla
izookaniny, luteoliny oraz robininy jako nickonkurencyjne hamowanie enzymatyczne
natomiast dla kwercetyny, kemferolu i tylirozydu wskazata na inhibicje konkurencyjna z
miejscem aktywnym enzymu. Doktorantka jako pierwsza okreslita typ inhibicji enzymatyczne]

dla izookaniny i robinetyny.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Katarzyny Jakimiuk, w formie cyklu publikacji,
stanowi wnikliwe studium oceny farmakognostycznej badanych gatunkéw i jej realizacja
wymagala od Doktorantki ogromnego zaangazowania i nakladu pracy oraz opanowania
nowych narzedzi i technik badawczych, szczegdlnie w obszarze badan biologicznych i
dokowania molekularnego. Niewatpliwie osiagniety sukces naukowy mgr Katarzyna Jakimiuk
zawdziecza promotorowi rozprawy dr hab. n. farm. Michatowi Tomczykowi, wybitnemu

specjaliscie z dziedziny farmakognozji.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Jakimiuk stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim sg badania
farmakognostyczne dwoch gatunkéw z rodzaju Scleranthus, mianowicie czerwca trwatego
(Scleranthus perennis L.) oraz czerwca rocznego (Scleranthus annuus L.), rozszerza zakres,
wiedzy o kompozycjach zwigzkéw czynnych w czerwcach, ich potencjale terapeutycznym i
wnosi nowe dane do chemotaksonomii rodziny Caryophyllaceae. Dostarcza nowych, cennych
informacji o aktywnosci biologicznej zwiazkéw flawonoidowych, w tym przede wszystkim w
obszarze badan aktywnosci hamujgcej kolagenaze i tyrozynaze¢. Kandydatka wykazata sig

specjalistyczng wiedza teoretyczng oraz praktyczna w dyscyplinie naukowej farmakognozja.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Jakimiuk spelnia wymagania Ustawy
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20.07.2018r. (dziat V, rozdzial 11 2, art. 186,187
pkt.1-4). Na tej podstawie wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
nadanie mgr Katarzynie Jakimiuk stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o

zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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