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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Gryszczynskiej

pt: ” Zastosowanie metody UPLC-ESI-MS/MS do oznaczania fenyloetanoidow
i fenylopropanoidow w roznych uktadach biologicznych”

wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Przemystawa Mikolajczaka

Podstawq formalng przygotowania recenzji jest pismo KKN-Nr805/2024 z dnia
17.10.2024 r., otrzymane od Przewodniczgcego Rady Kolegium Nauk Farmaceutycznych
prof. dr hab. Blazeja Rubisia, W ktorym zostatam zawiadomiona, ze Kapitula Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
w uchwale 36/2024 z dnia 16.10.2024 r., powierzyta mi funkcje recenzenta w postgpowaniu
w sprawie nadania mgr Agnieszce GryszCzynskiej stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Mgr Gryszczynska zlozyta rozprawe doktorskg pt. Zastosowanie metody
UPLC-ESI-MS/MS do oznaczania fenyloetanoidow i fenylopropanoidow w roznych uktadach
biologicznych. Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pana promotora, prof. dr hab.
Przemystawa Mikotajczaka w Zaktadzie Farmakologii i Fitochemii Instytutu Witokien
Naturalnych i Roslin Zielarskich Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter pracy pisemnej. Zostata
przygotowana jako monografia naukowa. Jest 112 stronicowym dokumentem, ktory sktada si¢
ze wstepu (20 stron) zawierajacego podstawy teoretyczne podjetego tematu, celu pracy
(1 strona), materiatoéw i metod (16 stron), wynikoéw (24 strony), omowienia i dyskusji wynikow
(18 stron) oraz wnioskow (1 strona). Zawiera takze streszczenie w jezyku angielskim i polskim,
wykaz skrotow oraz spis piSmiennictwa, tabel i rycin.

Ocena rozprawy

Celem pracy byto opracowanie dwoch metod analitycznych opartych o chromatografig
cieczowa sprzezong ze spektrometrig mas. Pierwsza z nich obejmowata oznaczenie wybranych
zwigzkéw z grupy fenyloetanoidow (p — tyrozolu i salidrozydu) oraz fenylopropanoidow
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(rozawiny, rozyny i rozaryny) w substancjach roslinnych dwoch gatunkéw z rodzaju Rhodiola
tj. rézenca gorskiego (Rhodiola rosea L.) oraz rézenca Kirytlowa (Rhodiola kirilowii (Regal)
Maxim), oraz w ich przetworach — liofilizowanych wyciagach wodnych i wodno-etanolowych.
Druga metoda analityczna dedykowana byla oznaczeniom tych samych zwiazkéw oraz
metabolitu p-tyrozolu tj. glukuronidu p — tyrozolu w homogenatach watroby szczurze;j.

Temat podjety przez Doktorantke jest aktualny. W ostatnich latach ro$nie
zainteresowanie farmakoterapig ziotowa, w tym roslinami stosowanymi w tradycyjnej
medycynie chinskiej. Przykladem sg rosliny z rodzaju Rhodiola, ktére od wielu lat s3
przedmiotem badan wielu jednostek naukowych w Polsce i na §wiecie. Dodatkowo, rozeniec
gorski (Rhodiola rosea L.), chetnie stosowany jest przez konsumentow w procesie
suplementacji diety, co mozna potwierdzi¢ mnogo$cia dostgpnych na rynku polskim
preparatow, ktorych jest sktadnikiem. Sktadniki czynne roslin z rodzaju Rhodiola, w badaniach
wykazywatly aktywno$¢ m.in. przeciwzapalng, immunostymulujaca, hepatoprotekcyjna.
Wykazywaty takze dziatanie adaptogenne, korygujac reakcje organizmu na stres i zaburzenia
homeostazy. Dziatanie to zmniejsza ryzyko indukowanych dlugotrwalym stresem chorob,
migdzy innymi uktadu sercowo-naczyniowego czy ukladu nerwowego. W ostatnich latach,
ros$liny z rodzaju Rhodiola, bada si¢ tez ze wzgledu na ich wlasciwosci adaptogenne, jako
adjuwanty w chemioterapii i radioterapii nowotworow. Choroby nowotworowe z kolei sa
istotnym problemem zdrowia publicznego. Aby badania nad zastosowaniem roslin z rodzaju
Rhodiola w medycynie byly wiarygodne, nalezy stosowaé substancje roslinne oraz ich
przetwory o znanej zawartos$ci sktadnikow czynnych. W zwiazku z konieczno$cig standaryzacji
podawanych preparatow, zapobieganiu btgdnej identyfikacji substancji roslinnej i zapobieganiu
falszowaniu, konieczne sa wiarygodne metody analityczne. Jedna z nich zaproponowata
w swojej pracy mgr Gryszczynska. Wiarygodne metody analityczne niezbedne sg takze do
oceny obserwowanego efektu fizjologicznego i/lub terapeutycznego. Po podaniu doustnym
preparatu nalezy bowiem zweryfikowa¢ dostepnos$¢ biologiczng sktadnikow czynnych, ktéra
w przypadku niektorych zwigzkow, wykazuje znaczng zmienno$¢ osobniczg. Opracowanie
metody oceny stezenia zwigzkow czynnych w probkach biologicznych (homogenatach watrob
szczurzych), takze bylo przedmiotem przedlozonej rozprawy. W zwiazku z powyZszym
uwazam, ze temat podjety przez Doktorantke jest wazny dla rozwoju dziedziny nauk
medycznych i nauk o zdrowiu.

We wstepie pracy Doktorantka zawarta podstawowe informacje o roslinach z rodzaju
Rhodiola, o znajdujacych si¢ w nich zwigzkach biologicznie czynnych oraz ich aktywnos$ci
farmakologicznej. Jeden rozdzial poswiecita takze farmakokinetyce, dystrybucji narzadowe;j
oraz metabolitom zwigzkow z grupy fenyloetanoidow i fenylopropanoidéw, ktore stanowity
przedmiot niniejszej rozprawy. Zawarte informacje w cze$ci teoretycznej uzasadniajg, dlaczego
warto skupi¢ si¢ nad wybranymi przez Doktorantke zwigzkami wystepujacymi w roslinach
z rodzaju Rhodiola. Niemniej w zwigzku z tym, ze gtdbwnym celem pracy byto opracowanie
metod analitycznych, szkoda, ze Doktorantka we wstepie nie zdecydowata si¢ na wykonanie
ich systematycznego przegladu oraz nie wykazala istnienia potrzeby tworzenia nowych metod

analitycznych. W obliczu ich mnogosci, byloby to zasadne. Ponadto, zaréwno w czeSci
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teoretycznej, jak 1 pdézniej w dyskusji, Doktorantka wykonujac prawidlowy przeglad
piSmiennictwa, opisuje poszczegdlne prace, nie podejmujagc proby ich pordéwnania
1 syntetycznego przedstawienia uzyskanych przez innych autoréw wynikoéw — jak to czesto robi
si¢ w pracach przegladowych. Sprawia to, ze czytelnikowi trudno poruszac si¢ w prezentowane;j
tematyce. Brak opisu dziatania substancji roslinnych i ich przetworow, pozyskiwanych
z gatunkoéw z rodzaju Rhodiola, na poziomie molekularnym, ktory wyjasnia zaobserwowang
aktywno$¢ biologiczng, takze pozostawia pewien niedosyt.

W czeSci praktycznej pracy nie znajduje uchybien merytorycznych. Doktorantka
zrealizowata wszystkie postawione sobie cele naukowe, uzyskujac wyniki, ktore maja duzy
potencjal aplikacyjny. Nastepnie utworzone i poddane walidacji metody analityczne
zastosowata w eksperymencie na modelu zwierzecym, prowadzonym w zespole badawczym,
ktorego byla cztonkiem. W trakcie lektury nasungty mi si¢ pewne pytania, ktére po czesci
wynikajg z braku w rozprawie uzasadnienia podjecia tematu badawczego. 1) Dlaczego
Doktoranta zdecydowata si¢ na te dwie konkretne rosliny z rodzaju Rhodiola? 2) Dlaczego byta
koniecznos$¢ stworzenia wspolnej metody analitycznej oznaczajacej sktadniki czynne obydwu
ro$lin? 3) Dlaczego do metody analitycznej wlaczony zostat tylko jeden metabolit i dlaczego
akurat ten? 4) Czy jest uzasadnienie oznaczania go takze w materiale roslinnym? 5) Jakie sa
elementy nowatorskie w opracowanych metodach? 6) Dlaczego zdecydowano si¢ na
opracowanie metody analitycznej dedykowanej homogenatom watroby, a nie innym narzadom
czy tkankom? 7) Dlaczego jako standard wewnetrzny wybrano znakowany izotopowo tyrozol?
8) Z jakich konkretnie systemow LC-MS korzystata Doktorantka (chodzi o model)? 9) Tabela
3. 10) Jak to jest mozliwe, ze optymalne energie zderzen dla dwoch roznych przejs¢ MRM sa
identyczne? 11) Dlaczego w przypadku niektorych analitbw nie ma drugiego przejscia MRM
(pary ,,potwierdzenia”) — czy w tym wypadku byly dodatkowe kryteria potwierdzajace
obecno$¢ zwigzku w probece? 12) Czy Doktorantka wykonata optymalizacje metod
analitycznych? 13) ,,Supernatant przeniesiono ilo§ciowo do probéwki” — proszg o wyjasnienie,
jak to technicznie bylto realizowane. 14) Dlaczego podczas transferu metody na inny aparat
Zmieniono zaréwno wybrane pary MRM, jak i sktad fazy ruchomej? 15) W wytycznej
walidacyjnej ocenia si¢ zmienno$¢ efektu matrycowego. Czy Doktorantka sprawdzata ten
parametr? 16) Rysunek 5, I — glukuronid p-tyrozolu; w probie Slepej, w czasie retencji
odpowiadajacemu analitowi, wydaje si¢ by¢ interferencja nie pozwalajaca na przyjecie
proponowanego LOQ, prosze o komentarz. 17) W wytycznej walidacyjnej na ktorg powotuje
si¢ Doktorantka jest zapis 0 wymaganym stosunku sygnatu do szumu dla LOQ. Czy te kryteria
dla LOQ sg spelnione w zaproponowanej metodzie analitycznej? 18) Tabela 10. Czy liczba
probek QC analizowanych ,,miedzy dniami” nie powinna by¢ 15? 19) ,,Dlatego tez, waznym
aspektem badan jest przygotowanie metody analitycznej w taki sposob (...) aby miescila sig
w trendzie i korelowata z doniesieniami innych badaczy” — co to znaczy? 20) W dyskusji
Doktorantka wyjasnia uzyskanie wyzszego niz inni badacze LOQ, rodzajem zastosowanego
systemu LC-MS — czy przypuszczenie to uzasadnia specyfikacja urzadzen? 21) W dyskusji
widnieje zdanie ,,rozdzial siarczanu p — tyrozolu w zastosowanych warunkach analitycznych
nie umozliwil oznaczenia iloSciowego tego zwigzku w analizowanej matrycy (watroba
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szczura)”. W materiatach i metodach nie ma zadnej informacji, ze zwigzek ten byt badany.
Prosze o komentarz.

Praca w wigkszo$ci napisana jest w sposob klarowny. W kilku miejscach Recenzent
miat jednak problemy ze zrozumieniem przekazu zdan. Przyktadowo ,,W medycznej literaturze
tybetanskiej opisano ja jako “Somaratsa”, “Czterotomowym Kodeksie Medycznym” 1 “Jing
Zhu Materia Medica”, jak rowniez w Farmakopei Chinskiej”; ,,W zestawieniu tym autorzy
wykazali wystepowanie 5 zwigzkéw chemicznych (...) w sze$ciu analizowanych gatunkach,
5 zwigzkéw — w pigciu gatunkach, 12 zwigzkow — w czterech gatunkach. W znakomitej
wigkszosci dany zwiazek chemiczny wystepowal tylko w jednym analizowanym gatunku”;
P — tyrozol indukowal réwniez ochrong migsnia sercowego przed stresem wywolanym przez
niedokrwienie, co w ten sposdb przyczynito si¢ do opracowania nowego leku w walce
z chorobami niedokrwiennymi serca poprzez hamowanie aktywno$ci 5-lipoksygenezy
leukocytow.”; ,,Uzyskane dane wskazuja na roéznic¢ w potwierdzeniu obecnos$ci w osoczu
aglikonu SAL.”; ,.Salidrozyd, niezaleznie od sposobu podania, wykryto w moczu, natomiast
p — tyrozol wykryto nawet po 72 godzinach od podania.”; ,,rysunek ten sumarycznie pokazuje,
ktére metabolity zostaly zinterpretowane przez ten zespol badawczy.”; “Jednym z zadan
projektu byto poroéwnanie aktywnosci wyciagdéw z korzeni RK oraz kigczy z korzeniami RR
otrzymanych z upraw polowych w warunkach hipoksji dos§wiadczalnej nasladujacej warunki
panujace na wysokosci 5000 metréw n.p.m. u szczuréw”.

Doktorantka nie ustrzegla si¢ takze literowek 1 btedéw jezykowych. Poruszanie si¢ po
tekscie utrudniaty takze skape tytuly podrozdziatéw np. pierwszym podrozdziatem czesci
teoretycznej sa ,,Ro8liny”. Podrozdzial oczywiscie skupia si¢ tylko na tych z rodzaju Rhodiola,
niemniej tytul moglby sugerowaé trochg szersze podejscie do tematu. Czytajac prace nasungta
mi si¢ takze pewna refleksja odnoscie polskich nazw opisujacych terminy naukowe. W zwigzku
z tym, ze jezykiem publikacyjnym jest z reguly jezyk angielski, osoba przygotowujaca tekst
naukowy w jezyku polskim, stoi przed problemem- jaka nomenklatura jest wtasciwa. W pracy
pojawito si¢ kilka terminow polskich zwigzanych ze spektrometrig mas, ktérych wczesniej nie
styszatam np. ,fragmentacja jonu macierzystego do potomnego danego zwigzku (MRM)”
— zwykle thumaczy si¢ to jako ,,$ledzenie wybranych reakcji fragmentacji” , ,,ujemnym zrodle
jonow” (zwykle ,,jonizacja w trybie jonéw ujemnych”). Czy mozna zapyta¢ o zrodto tych
termindw? Chcialabym zwrdci¢ tez uwage Autorki, ze zgodnie z definicjami stownikowymi,
przeprowadzany rozdzielanie chromatograficzne, a nie rozdziat. High-performance liquid
chromatography coupled with quadrupole-linear trap mass spectrometry wyjasnione jako
»Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprze¢zona z kwadrupolowo-liniowa spektrometrig
mas z pulapkag ” w mojej ocenie powinno si¢ przettumaczy¢ raczej jako ,,wysokosprawna
chromatografia cieczowa sprzgzona z tandemowg spektrometrig mas z analizatorem w postaci
potrojnego kwadrupola z opcja liniowe] pulapki jonowej”. Zamiast okreslenia
,»Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprze¢zona z tandemowym spektrometrem mas”
— powinno by¢ ,,Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowgq
spektrometriag mas” — tego typu bledy w pracy zdarzyly si¢ kilkukrotnie, gdzie jeden czton
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stanowita nazwa techniki analitycznej, a drugi nazwa aparatu/detektora. QC ttumaczone jest
z reguly jako probka kontrolna, a nie ,,probka kontrolna jako$ci”, méwimy raczej ,,oksygenaza
hemowa-1 niz ,,oksygenaza-I hem”. ,,# — fragmentacja o najwigkszej intensywnos$ci” powinno
by¢ ,,przejscie MRM o najwigkszej intensywnos$ci”. Metabolizm ksenobiotykdéw przebiega
w dwoch fazach, warto to doprecyzowac niz pisa¢, ze w ,kilku”. Dodatkowo podajac wynik
wydajnosci procesu ekstrakcji, nalezy poda¢ nie tylko S$rednig, ale tez jaki§ wskaznik
zmiennosci np. odchylenie standardowe. Ostatnia uwaga dotyczy rysunku 4. Zaprezentowane
chromatogramy sg niskiej rozdzielczoSci i sg niepodpisane, trudno wiec zinterpretowaé
prezentowane wyniki. Pomimo przedstawionych w recenzji uwag krytycznych, rozprawe
doktorskg oceniam pozytywnie.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki
Gryszczynskiej prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spelnia
ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022, poz. 574 z pozn. zm.).
Dlatego skladam wniosek do Kapituly Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki
Gryszczynskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
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