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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr farmacji Daniela Augustynowicza

pt.

»Analiza fitochemiczna oraz ocena aktywnosci biologicznej wybranych gatunkoéow z

rodzaju Potentilla L. sensu lato”

zrealizowanej w ramach ksztatcenia w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, w Zaktadzie Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem

Medycyny Laboratoryjnej UMB

pod opiekg naukowg Promotora, dr hab. Michata Tomczyka

Uwagi dotyczace strony formalnej

Zasadniczg czescig przediozonej do oceny rozprawy doktorskiej mgr Daniela
Augustynowicza jest zbior trzech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow
naukowych wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, co jest zgodne z
aktualnymi wymaganiami ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20
lipca 2018 (z p6zn, zm.), artykut 187, pkt. 3 i 4. Jego dopetnieniem jest 27 stronicowe
opracowanie, wprowadzajgce w tematyke rozprawy, okreslajgce cele naukowe, sposob ich
realizacji, uzyskane wyniki oraz ich dyskusje w odniesieniu do danych literaturowych (32
pozycje). W sktad rozprawy witgczono ponadto oswiadczenia wspotautorow publikacji, a
takze krétkg informacje o catosciowym dorobku naukowym Autora.

Jedna z trzech publikacji tworzgcych ww. zbiér, to artykut przeglgdowy, pozostate
sg pracami oryginalnymi, ktére ukazaty sie drukiem w latach 2020-2023 w renomowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, znajdujgcych sie w wykazie Journal Citation
Reports (JCR), tj. Journal of Ethnopharmacology, Frontiers in Pharmacology oraz
International Journal of Molecular Sciences. Czasopisma te sg bardzo cenione w
dyscyplinie nauk farmaceutycznych, szczegdlnie z zakresu fitochemii i fitofarmakologii, a
wysokie standardy procesu recenzyjnego sg rekojmig poziomu badanh i ich akceptacii
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przez srodowisko naukowe. Przeklada sie to rowniez na znaczgce parametry
naukometryczne przedstawionych publikacji tworzgcych rozprawe doktorskg mgr Daniela
Augustynowicza, tj. sumaryczny wskaznik oddziatywania impact factor wynoszacy 17,391
oraz wysokg sumaryczng liczbe punktow MEiN: 380.

Ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter badan Doktoranta, wymagajgcy
wspotpracy z innymi wyspecjalizowanymi jednostkami naukowymi, artykuty tworzgce cykl
sg wieloautorskie. W kazdym przypadku mgr Daniel Augustynowicz jest pierwszym
autorem, a Jego wiodgca rola w koncepcji i przeprowadzeniu badan nie budzi watpliwosci.
Niezaleznie od zadeklarowanego wktadu poszczegolnych osdb w powstanie ww. prac,
okreslonych w tekscie publikacji jako Authors Contributions, co jest wymogiem czasopism,
w ktorych je opublikowano, zawarte w rozprawie doktorskiej stosowne oswiadczenia
precyzujg szerzej udziat kazdego wspotautora. Zatem oszacowany procentowo wkiad
wiasny Doktoranta, wynoszacy 70% w przypadku artykutu przeglgdowego oraz 60% w
przypadku obu prac oryginalnych, ujetych w zbiorze publikacji bedgcych podstawg
rozprawy doktorskiej, jest w petni zasadny.

Uwagi dotyczgce podjetej tematyki i realizacji badan

Rozprawa doktorska mgr Daniela Augustynowicza jest poswiecona istotnemu obszarowi
badan w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, jakim jest poszukiwanie nowych
substancji o potencjalnym zastosowaniu w profilaktyce i terapii chordb cywilizacyjnych, w
tym nowotworowych. Szczegdlnie cennym obiektem poszukiwan sg rosliny, ktére,
niezaleznie od wielowiekowego znaczenia w historii medycyny i farmacji, nadal odgrywajg
wiodgca role jako zrodta lekow onkologicznych. Biorgc jednak pod uwage niedoskonatos¢
stosowanych terapii, ich zréznicowang efektywnos$¢ oraz dziatania niepozgdane, badania
podstawowe, ukierunkowane na poszukiwanie nowych substancji roslinnych o
selektywnym dziataniu cytotoksycznym, sg bardzo potrzebne i w petni zasadne.

Kluczowym elementem tych poszukiwan jest analiza profilu fitochemicznego
ekstraktow roslinnych, potgczona z badaniem aktywnosci, co umozliwia przesledzenie
korelacji miedzy zawartoscig réznych grup zwigzkow i efektem dziatania. Réwnie istotne
jest gromadzenie danych jakosciowych i ilosciowych, dotyczgcych obecnosci
wyspecjalizowanych metabolitow roslinnych w obrebie poszczegdinych rodzajow czy
rodzin, ktére usprawnia dereplikacje, konieczng w procesie poszukiwania potencjalnie
aktywnych zwigzkow w ztozonych matrycach roslinnych.

Takie wiasnie cele obrat Doktorant, podejmujgc analize fitochemiczng i
fitofarmakologiczng ekstraktow z kilkunastu gatunkéw rodzaju Potentilla L. (pieciornik), w
kontekscie zbadania ich potencjalnych korzysci w nowotworach jelita grubego, ktére sg
jednymi z najczesciej diagnozowanych w Polsce i na $wiecie. Problem badawczy jest w
petni zasadny i skutkujgcy dostarczeniem nowatorskich danych.
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Wybdr linii komorkowych, tj. ludzkich komérek gruczolakoraka jelita grubego (linia
LS180) oraz prawidtowych komoérek nabtonkowych okreznicy (linia CCD841 CoN),
uwazam za trafny, majgc na uwadze nie tylko mozliwos¢ oceny selektywnosci dziatania,
lecz réwniez charakterystyke etnomedyczng pieciornikéw. Szereg gatunkéw stosowano
bowiem leczniczo w réznych dolegliwosciach przewodu pokarmowego, w tym takze w
nieokreslonych zmianach nowotworowych.

Dobrze zaprojektowana, szeroka analiza fitochemiczna, majgca na celu
zdefiniowanie ilosciowe i jakosciowe przygotowanych ekstraktow acetono-wodnych z 16
gatunkéw rodzaju Potentilla L., wraz z opracowaniem skutecznej metody analitycznej,
pozwalajgcej na rozdziat zwigzkéw zaliczanych do réznych grup polifenoli, stanowita
problem naukowy per se. Stusznym i ciekawym poznawczo zamierzeniem byla tez
zaplanowana ocena znaczenia chemofenetycznego uzyskanych wynikow.

W tym miejscu chciatabym wyrézni¢ przemyslang decyzje, dotyczgcg selekcji
gatunkéw do badan. Jest to kluczowy etap w poszukiwaniach bioaktywnych zwigzkow
pochodzenia naturalnego. Swiatowe dane literaturowe wskazujg jednoznacznie, ze wérdd
strategii, ktére przynosza spodziewany efekt, pierwszorzedng role odgrywa selekcja oparta
0 przestanki etnofarmakologiczne oraz botaniczna lub/i chemofenetyczna. Mgr Daniel
Augustynowicz uwzglednit oba te podejscia. Rosliny rodzaju Potentilla L. sensu lato maja
ugruntowang pozycje leczniczg, mozna tu wskazaé zwtaszcza gatunek farmakopealny
Potentilla erecta (L.) Raeusch, a efektywnos$¢ wielu innych jest przedmiotem badan
farmakologicznych i klinicznych. Z kolei profil fitochemiczny rodzaju charakteryzuje
mnogos¢ zwigzkéw polifenolowych, w tym garbnikéw, flawonoidow i fenolokwasow, o
szerokiej aktywnosci biologicznej, takze w kontekscie dziatania chemoprewencyjnego.
Wiele gatunkéw w obrebie rodzaju pozostaje jednak nieprzebadanych, a skomplikowane
relacje taksonomiczne i przetasowania oparte na analizach filogenetycznych plasujg
pieciorniki jako niemal wzorcowy przedmiot analiz fitochemicznych, chemofenetycznych i
fitofarmakologicznych.

Aktualny stan wiedzy o rodzaju Pofentilla L., z uwzglednieniem najnowszych badan
opublikowanych w ostatniej dekadzie, zostat Swietnie podsumowany przez Doktoranta w
artykule przegladowym (Recent phytochemical and pharmacological advances in the
genus Potentilla L. sensu lato — an update covering the period from 2009 to 2020)
wchodzgcym w skiad rozprawy doktorskiej. Jest to obszerna publikacja, gromadzgca
bardzo duzg liczbe danych, wnikliwa i krytyczna, Swiadczgca o dogtebnej orientacji mgr
Daniela Augustynowicza w swiatowych osiggnieciach tyczgcych badan nad pieciornikami.
Bez watpienia omawiana praca przeglgdowa stanowi doskonate zrodto informacji o
rodzaju Potentilla L. dla badaczy zajmujgcych sie tg tematyka.

Szkoda, ze w rozprawie publikacja ta zostata potraktowana nieco po macoszemu,
wymieniona w cyklu prac na koncu, tamigc porzadek chronologiczny i logiczny. W mojej
opinii zebranie tylu danych literaturowych i ich przedstawienie pozwolito Doktorantowi
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odnalez¢ sie w tematyce badawczej, a nade wszystko wytypowac¢ gatunki stabo lub w
ogolle nie przebadane dla celow wilasnych prac eksperymentalnych, zatem rola tego
artykutu przeglagdowego jest znaczgca i byta raczej pierwszym a nie ,ostatnim krokiem?”,
jak to ujat Doktorant, w toku przygotowywania rozprawy.

Wchodzgce w sktad omawianego zbioru artykutow publikacje eksperymentalne i Il
sg z kolei bardzo $ciSle powigzane, oparte 0 ten sam schemat analiz, stanowigc w
zasadzie jedng spdjng koncepcyjnie czesc, ktérg réznicuje materiat roslinny. W artykule,
ktory ukazat sie na tamach Frontiers in Pharmacology, jest to szes¢ gatunkéw
pieciornikéw: P. alba, P. argentea, P. grandiflora, P. norvegica, P. recta, P. rupestris,
natomiast w publikacji bedacej kontynuacjg tych badan, w International Journal of
Molecular Sciences, kolejne dziesie¢: P. aurea, P. erecta, P. fruticosa, P. hyparctica, P.
megalantha, P. nepalensis, P. pensylvanica, P. pulcherrima, P. rigoi, P. thuringiaca.
Stusznie wiec Doktorant omawia w rozprawie wszystkie uzyskane wyniki, dyskutujgc ich
warto$¢ i perspektywy dalszych badan.

Wskazujgc osiggniecia Doktoranta, bedgce efektem przeprowadzonych badan,
chce podkreslic, ze majg one zarowno aspekt poznawczy, jak i aplikacyjny. W mojej opinii
warto wyrozni¢ zwtaszcza:

i. okreslenie jakosciowego profilu fitochemicznego, uwzgledniajgcego az 217 zwigzkow,
dla 16 gatunkéw rodzaju Potentilla L. sensu lato, co w sposéb zasadniczy poszerza
wiedze nt. tego rodzaju;

ii. wykazanie zbieznosci profilu fitochemicznego pieciornikéw, zwtaszcza powtarzajacej sie
grupy zwigzkow polifenolowych o potencjalnym znaczeniu markeréw chemofenetycznych,
w tym agrimoniny, pedunkulaginy, izomerow lewigatyny, tylirozydu, astragaliny,
hiperozydu, rutyny, co uzupetnia dane z badan filogenetycznych, dotyczgcych rodzaju
Potentilla L. sensu lato;

iii. wykazanie po raz pierwszy w rodzaju Potentilla L. sensu lato obecnosci w czesciach
zielnych wszystkich analizowanych gatunkéw rzadkiej pochodnej fenoloamidowej, N', N°,
N'*-trikumaroilospermidyny, co jest nowatorskim odkryciem i stymuluje do dalszych badan
tego zwigzku w kontekscie mozliwosci izolacyjnych i aktywnosci;

iv. stwierdzenie selektywnego i dawkozaleznego wptywu ekstraktow acetonowo-wodnych z
analizowanych gatunkow pieciornikow na przezywalnosc¢ i proliferacje ludzkich komérek
gruczolakoraka jelita grubego (linia LS180), co moze stanowi¢ podstawe do
zaprojektowania preparatéw o aktywnosci chemoprewencyjnej;

v. wykazanie zaleznosci miedzy skladem ekstraktéw a aktywnoscig, dla najsilniej
dziatajgcych wyciggow. | tak, w ocenie przezywalnosci wartosci ICso dla wyciggow z
Potentilla argentea, P. norvegica, P. recta i P. rupestris miescity sie w granicach 32-38
ug/ml i korelowaty z wysokg catkowitg zawartoscig garbnikow oraz jakosciowo
identyfikowang w nich agrimoning. Z kolei w ocenie aktywnosci antyproliferacyjnej, ICso dla
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P. alba, P. erecta i P. fruticosa miescito sie w granicach 50-54 ug/ml i korelowato z wysokg
catkowitg zawartoscig proantocyjanidyn;

vi. wykazanie przydatnosci ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami z uzyciem 70%
wodnego roztworu acetonu, a nastepnie frakcjonowania ciecz-ciecz (LLE) do otrzymania
wyciggow wzbogaconych w polifenole, co mozna wykorzysta¢ do projektowania
preparatow zawierajgcych te bioaktywne zwigzki

vii. opracowanie warunkoéw analitycznych nowej i skutecznej metody oceny jakosciowej
zwigzkow, reprezentujgcych rézne grupy roslinnych polifenoli, opartej na chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-PDA-HRMS), co ma walor dla przysztych
analiz fitochemicznych szerokiej grupy surowcow roslinnych.

Wymienione powyzej osiggniecia jednoznacznie dowodzg oryginalnosci rozwigzan
probleméw naukowych przez Doktoranta i wskazujg na nowatorski charakter badan,
spetniajagc tym samym wymaganie sformutowane w artykule 187, pkt. 2 Ustawy.

Przedstawione w rozprawie etapy prac i zastosowana przez mgr Daniela
Augustynowicza metodologia swiadczg o umiejetnosci planowania badan i wspétpracy, jak
rowniez opanowaniu szeregu technik niezbednych w prowadzeniu prac fitochemicznych
na swiatowym poziomie. Bez watpienia przyczynito sie do tego ogromne doswiadczenie w
analizie fitochemicznej zespotu, kierowanego przez dr hab. Michata Tomczyka, w ktorym
Doktorant realizowat swoje badania. Mgr Augustynowicz postugiwat sie m.in. ekstrakcja
wspomagang ultradzwiekami, technikg frakcjonowania ciecz-ciecz (LLE),
spektrofotometrig, chromatografig cieczowg sprzezong ze spektrometrig mas (LC-PDA-
HRMS). Z kolei dzieki prowadzonym we wspotpracy z Zaktadem Biologii Medycznej
Instytutu Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie badaniach aktywnosci biologicznej
na liniach komérkowych miat okazje zapoznania sie z szeregiem testéw, bedgcych
Swiatowym standardem, jesli chodzi o badania wptywu ekstraktéw czy zwigzkéw na
zywotnos¢ i proliferacje komorek.

Warto wyrozni¢ wykonanie badan w kierunku selektywnosci dziatania wobec
komorek nowotworowych, poprzez wigczenie do analiz linii prawidlowych komoérek
wywodzgcych sie z tego samego narzadu, w tym przypadku komorek nabtonka okreznicy.
Jest to bardzo istotne dla oceny toksycznosci i mozliwosci wykorzystania w praktyce
klinicznej, a jednoczesnie niestety bardzo rzadko spotykane na etapie badan
przedklinicznych in vitro.

W tym miejscu chce tez podkreslic swobode, z jakg Doktorant porusza sie w
tematyce badawczej, co jest widoczne w rzetelnym i obiektywnym sposobie
przedstawiania wynikéw, ich szerokiej dyskusji, zarébwno w publikacjach, jak i w tekscie
rozprawy, w umiejetnosci formutowania wnioskéw oraz wytyczenia planéw na rozwiniecie
dalszych badan. Chce wyrdézni¢ zwlaszcza zwrdcenie uwagi na zbadanie aktywnosci
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metabolitéw zwigzkow, ktérym w biezgcych badaniach przypisano wptyw na obserwowany
efekt, tj. garbnikow hydrolizujgcych i proantocyjanidyn. Logiczny tok myslenia i uwaznosc
mgr Augustynowicza obrazuje takze uktad rozprawy i jezyk, jakim postuguje sie Autor,
podoba mi sie zwlaszcza unikanie naukowego zargonu i nowomowy. Na wyrdznienie
zastuguje tez dopracowanie strony edytorskiej, gdzie trudno znalez¢ jakie$ wieksze
uchybienia. Jedyne, na co mogtabym zwréci¢ uwage to mato czytelna tabela 3, nie
utatwiajgca odczytania podobienstw sktadu miedzy poszczegolnymi wyciggami oraz
niespdjna terminologia, stosowane jest zarowno okreslenie ,wyspecjalizowane metabolity”
a kiedy indziej ,metabolity wtérne”.

Reasumujgc, zawarte w tekscie rozprawy oraz publikacjach, tworzacych jej trzon, tresci
jednoznacznie swiadczg o szerokiej wiedzy teoretycznej Doktoranta w dyscyplinie,
ktora reprezentuje, jak roéwniez potwierdzaja umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze oceniana
rozprawa spetnia tym samym wymaog zawarty w art. 187, pkt.1 Ustawy.

W trakcie lektury nasuneto mi sie kilka pytan:

1. Dlaczego, posiadajgc wzorce szeregu zwigzkow, nie oznaczono ilosciowo
dominujgcych, zidentyfikowanych skfadnikéw, co pozwolitoby na bardziej precyzyjne
okreslenie zaleznosci skiad-aktywnos¢, niz w oparciu o oznaczone metodami
spektrofotometrycznymi tzw. catkowite zawarto$ci, ktére sg jedynie szacunkowe? W celu
przebadania tych zalezno$ci, dysponujgc zawartoscig poszczegolnych zwigzkdw mozna
by byto zastosowa¢ model statystyczny, ktory koreluje grupe parametréw predykcji (w tym
przypadku — zawartos¢ substancji bioaktywnych) z grupg parametrow odpowiedzi
(aktywnos¢ cytotoksyczna, antyproliferacyjna), uzyskujgc bardziej miarodajng ocene.

2. Biorgc pod uwage zamiar okreslenia znaczenia chemofenetycznego wynikow
analizy fitochemicznej, czy Doktorant rozwazat wykorzystanie bardziej zaawansowanych
metod statystycznych? Dysponujgc macierzg danych (cech dychotomicznych),
reprezentujgcych zdarzenie obecnosci albo nieobecnosci jakiego$ zwigzku chemicznego
w badanych gatunkach mozna byto pokusi¢ sie o ustalenie statystycznej istotnosci
wspotwystepowania niektorych cech dychotomicznych, np. za pomocg testu Chi2
Pearsona.

3. Czy w przypadku rutyny i hiperozydu, flawonoidéw bardzo rozpowszechnionych w
przyrodzie, jest jaki§ szczegdélny powdd dla typowania ich jako markeréw
chemofenetycznych rodzaju Potentilla L.?

4. Czy dla nowo wykazanego W pieciornikach zwigzku, tj. N'N°N'-
trikumaroilospermidyny, do identyfikacji postuzono sie substancjg wzorcowg?
5. We wnioskach Autor wskazuje na ,wysokg aktywnos¢ biologiczng opisywanych

preparatow w szczegolnosci wobec linii ludzkich komorek gruczolakoraka okreznicy”,
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tymczasem najnizsza wartos¢ ICso to 32 pug/ml (w tescie MTT dla wyciggu z pieciornika
norweskiego) a dla pozostatych wyciggow z reguty > 100-200 pg/ml; jak sie to ma do
wytycznych NCI okreslajgcych stezenia aktywne dla ekstraktow?

6. Czy w kontek$cie obserwacji wlasnych, dotyczacych korelacji miedzy wysoka
catkowitg zawartosciag garbnikow a aktywnoscig ekstraktow, Doktorant mogtby
skomentowac pojawiajgce sie w literaturze doniesienia o fatszywie pozytywnych wzglednie
fatszywie negatywnych wynikach (zwtaszcza w tescie MTT) zwigzanych z obecnosciag
réznych polifenoli?

7. Czym mozna wyttumaczyé rozbieznosci w wynikach dla przezywalnosci i
cytotoksycznosci wyciggoéw o zblizonym skfadzie, gdzie ICso waha sie w bardzo szerokich
granicach?

Pytania te wynikajg z ciekawosci i mam nadzieje bedg okazjg do dyskusji podczas obrony.

Podsumowanie i wnioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze badania, ktérych efektem sg publikacje zawarte w
rozprawie doktorskiej mgr Daniela Augustynowicza, stanowig istotny wkiad w rozwdj
dyscypliny nauk farmaceutycznych, a uzyskane wyniki moga by¢ baza do dalszych
poszukiwan fitochemiczno-farmakologicznych, nie tylko w obrebie roslin rodzaju Potentilla
L. i rodziny Rosaceae. Jak podkreslitam wczesniej, rozprawa spetnia wszystkie
wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku (z p6zn. zm.).
Wysoki poziom wiedzy i umiejetnosci Autora jest dodatkowo poparty dorobkiem
naukowym, nie wchodzgcym w zakres recenzowanej rozprawy doktorskiej, obejmujgcym
dwie publikacje oryginalne o tgcznym IF = 6,118 (200 pkt. MEiIN) oraz 8 doniesien
konferencyjnych.

W zwigzku z powyzszym skltadam wniosek do Komisji o przyjecie rozprawy
doktorskiej mgr Daniela Augustynowicza i dopuszczenie do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego, jednoczesnie rekomendujac nadanie stopnia doktora przez
Senat Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Ponadto, ze wzgledu na jej wartos¢
merytoryczng wnioskuje o wyrdznienie, cho¢ juz sama warto$¢ sumaryczna impact factor
artykutow oryginalnych, réwna 12,196, spelnia wymogi okredlone w regulaminie
wyrozniania rozpraw doktorskich w Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku.
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