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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr chem. Agnieszki Gryszczynskiej

ubiegajace;j sie o tytut doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

pt.

,, Zastosowanie metody UPLC-ESI-MS/MS do oznaczania fenyloetanoidow i fenylopropanoidéw

w roznych uktadach biologicznych ”

Zrealizowanej pod opiekg naukowg Promotora, prof. dr hab. Przemystawa Mikotfajczaka

w Zakfadzie Farmakologii i Fitochemii Instytutu Wtékien Naturalnych i Roélin Zielarskich w Poznaniu

Ocena formalna.

Rozprawa doktorska Pani mgr chem. Agnieszki Gryszczyniskiej zostata przygotowana w formie
monografii. Podzielono ja na dwanascie gtéwnych rozdziatéw. Na wstepie zestawiono wykaz skrotow
wykorzystywany w pracy, po ktérym wystepuja wstep, cel pracy, a nastgpnie metodyka badawcza,
wyniki i ich oméwienie, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis literatury, rycin oraz

tabel.
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Cata rozprawa zajmuje 112 stron maszynopisu. Na uwage zastuguje zbiér literatury naukowej

obejmujqcy ponad 120 pozycji najnowszego pismiennictwa.

Praca doktorska napisana jest schludnie i rzetelnie, niemniej Doktorantka nie unikneta drobnych
bledéw edytorskich. W czeéci teoretycznej pracy znajduja si¢ liczne powtérzenia tych samych stow,
niewielkie bledy stylistyczne, bledy w nazewnictwie zwigzkéw organicznych (np. gallusan zamiast
galusan, rhodiocyjanozyd zamiast rodiocyjanozyd) i pojedyncze btedy w cytowaniu kolejnych pozycji
literatury (np. z inicjatem imienia ,A. Panossian i wsp., 2010”, ,Y. Mao i wsp., 2007”, a takze
powtorzenia - ,Tao i wsp., (Tao i wsp., 2019) zamiast ,Tao i wsp. (2019)"). W nazwach glikozydéw
brak jest pisanych kursywq czesci nazw pofaczen przez atom tlenu (-O-), podobnie jak przy
wskazywaniu lokalizacji podstawnikéw (p-, para-), czy podczas odniesieri do testéw ,in vitro” lub ,,in
vivo”. Inicjat odkrywcy rosliny (np. L. — Linneusz) powinien pojawi¢ sie raz — na poczatku pracy.
W dalszej jej czesci dodawanie go do nazw taciniskich roéliny nie jest konieczne. W przysztych pracach
pisanych w jezyku polskim prosze serdecznie stosowaé farmakopealny termin ,substancja roslinna”

zamiast ,,surowiec roslinny”.

Wstep rozprawy doktorskiej charakteryzuje rosliny z rodzaju Rhodiola, ich wystepowanie,
wiasciwosci farmakologiczne, ciata czynne, a takze zbiera informacje na temat dotychczasowych
badarn dostepnosci pojedynczych metabolitéw z grupy fenyloetanoidéw i fenylopropanoidow
w probkach biologicznych. Ciekawym bytoby wzbogacenie opisu efektéw roslin z rodzaju Rhodiola na
organizm czfowieka o wymieniane w literaturze fachowej molekularne mechanizmy dziatania
i 0 aktywne dawki ekstraktéw. W moim odczuciu rozdziaty 2.1. oraz 2.2. mogtyby zosta¢ uzupetnione
o charakterystyke chemiczng fenyloetanoidéw i fenylopropanoidéw. Omdwienie struktury
chemicznej i ugrupowan typowych dla tych metabolitéw pozwolitoby lepiej przygotowac sig na tresci

prezentowane w dalszej czesci pracy — dotyczace ich analizy przy uzyciu detektora masowego.

Ciekawy i wartosciowy jest rozdziat 3 pracy, w ktérym Doktorantka zbiera informacje na temat
sposobu oznaczania zawartosci metabolitéw rézefica w prébkach biologicznych réznego typu, a takze
sposobu metabolizowania wybranych substancji po spozyciu przez zwierzgta i ludzi. Pani magister
podkreéla, iz w literaturze naukowej wcigz brak jest informacji na temat metabolizmu
fenylopropanoidéw, co pozostawia w literaturze naukowej konieczng do wypetnienia luke. Jedynie

farmakokinetyka fenyloetanoidéw zostata juz scharakteryzowana przez innych autorow.

Kolejny rozdziat na$wietla gtéwne cele badawcze pracy doktorskiej Pani magister Gryszczynskiej, to
jest che¢ opracowania i zwalidowania metodyki oznaczania zawartosci fenyloetanoidéw w dwéch
gatunkach rézenica: R. rosea i R. kirilowii, a takze opracowanie metody pozwalajacej na oznaczenie

tych zwigzkéw i metabolitu - p-tyrozolu w tkankach biologicznych (w watrobie szczuréw).
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Dalsza cze$¢ pracy — czeé¢ eksperymentalna przygotowana jest z duzg doktadnos$cig i pozwala na
powtdrzenie prac badawczych przez innych badaczy. Szczegélnie wysoko oceniam opisy dotyczace
wszystkich przygotowywanych roztworéw do analizy niezbgdnych do prowadzenia analizy ilo$ciowej
i walidacji metody. Czytajac opis metodyki i podrozdzialy nt przygotowari do prac badawczych

z latwosciq mozna zauwaiy¢, iz Doktorantka wypracowata bardzo solidny warsztat.

Mysle jedynie, te w opracowaniach tego typu lepiej jest korzystat¢ z terminu ,rozdzielanie

chromatograficzne”, zamiast ,rozdziat chromatograficzny”.

Warto w tym miejscu podkresli¢, ze Doktorantka bardzo zgrabnie porusza si¢ zar6wno w metodyce
badan analitycznych, jak i w opisach badahn prowadzonych na zwierzgtach i na materiale
biologicznym, co $wiadczy o szerokiej wiedzy zdobytej podczas przygotowywania rozprawy

doktorskiej.

Dalsza cze$¢ pracy obejmuje przedstawienie wynikéw. Na kartach rozprawy pokazano dane
pochodzace z walidacji metod chromatograficznych w stosunku do oznaczanych w wyciagach
badanych gatunkéw roslin metabolitw, a takze wyniki badan chromatograficznych prowadzonych na
probkach biologicznych. Po tych informacjach nastepuje bogata dyskusja wynikéw prowadzona
dojrzale i w oparciu o liczne odniesienia do stanu wiedzy i publikacji innych autoréw. Dyskusje

podsumowujg czytelne wnioski z przeprowadzonych badan.

Mimo wspomnianych powyzej zastrzezer pragne podkresli¢, iz powyzsze sugestie nie wptywaja na
moja wysokg ocene poziomu merytorycznego niniejszej rozprawy, a praca zachowuje prawidfowy
ksztatt typowy dla tego rodzaju dokumentéw. Swoja struktura przypomina ona ukfad stosowany
w publikacjach naukowych, co utatwia poruszanie si¢ po tym obszernym tekscie. Budowa pracy jest
zgodna z aktualnymi wymaganiami ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018

(z pozniejszymi zmianami), art. 187, pkt. 3 i 4.

Podjeta tematyka badawcza i realizacja badan

Tematyka badawcza podejmowana w rozprawie doktorskiej Pani mgr Agnieszki Gryszczyniskiej
wpisuje sie w nurt poszukiwarn efektywnych warunkéw analizy zawartosci zwigzkéw z grup
fenyloetanoidéw (p-tyrozolu i salidrozydu) i fenylopropanoidéw (rozawiny, rozyny i rozaryny)

w wyciagach z dwdch wybranych gatunkéw rodzaju Rhodiola: R. rosea i R. kirilowii.
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Z uwagi na szereg wilasciwosci biologicznych tych substancji pochodzenia naturalnego i czgste
przyjmowanie preparatow zawierajagcych rézeniec (w szczegélnosci rozeniec gorski) podijeta

tematyka badawcza jest aktualna i wazna.

Wysoko oceniam starania Doktorantki w zakresie przeprowadzenia petnej walidacji metody
chromatograficznej — zaréwno dla ekstraktéow z wybranego do analiz materiatu roslinnego, jak i dla
homogenatéw watroby szczuréw, ktérym podawano wyciagi z rézerica. Badania zaprezentowane na
kartach rozprawy doktorskiej planowane byly w prawidfowy sposéb, bazujac Scisle na zaleceniach
i wymogach Miedzynarodowej Rady ds. Harmonizacji Wymagan Technicznych dotyczacych
Rejestracji Produktow Farmaceutycznych Stosowanych u Ludzi. Niniejsza praca w odniesieniu do
parametréw, ktére poddano analizie jest wyczerpujaca. Doktorantka poddata ocenie wiele
aspektow analizy chromatograficznej, wiaczajac m.in. badania precyzji, selektywnosci, liniowosci,
odzysku, a dla metody analitycznej dla préb biologicznych dodatkowo okreslajac efekt matrycy,

limit kwantyfikacji, efekt przeniesienia, doktadnos¢ metody i stabilno$¢ zwigzkow.

Otrzymane wyniki s3 obiecujace, a przedstawiona do oceny metodyka jest powtarzalna,
wystarczajaco czuta i gwarantuje pewnosé wypracowanych wynikéw. Eksperymenty badawcze
zostaty zaplanowane z nalezytg starannoscig i uwzgledniaja odpowiednia ilos¢ powtdrzen do
analizy statystycznej. W badaniach poprawnie wykonano krzywe kalibracyjne dla roztworow
wzorcowych (bazujgce na szesciu stezeniach kazdego z wzorcéw), a takze w sposéb prawidtowy

przygotowano proby kontrolne ($lepa probe i prébe zerows).

Doktorantka prowadzita proces rozdzielania chromatograficznego fenyloetanoidéow
i fenylopropanoiddéw, stosujac standardowe rozpuszczalniki i ustawiajgc parametry pracy aparatu
w taki sposéb, aby umozliwi¢ prowadzenie podobnych badan innym badaczom. Warto
podkreslié, ze opracowany przez Panig magister gradient rozpuszczalnikéw byt selektywny
i pozwolit na rozdzielenie wielu zwigzkdw w trakcie jednej analizy i w bardzo krétkiej metodzie.
Czasy retencji analizowanych zwigzkéw sa mniejsze od 5 minut — zarédwno w przypadku
wyciggéw roélinnych, jak i homogenatéw watroby szczuréw, w przypadku ktérych mogtyby

wystapié liczne interferencje z innymi sygnatami pochodzacymi z bogatej matrycy.

W tym miejscu chciatam spytaé, czy Pani magister nie napotkata probleméw z przytykaniem sie
kolumny chromatograficznej lub z wzrostem cisnienia podczas prowadzonych doswiadczen. Czy
zastosowanie filtréw strzykawkowych o $rednicy poréw 0,22 um byto wystarczajace w przypadku

Pani analiz?
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Czy miata Pani moiliwo$¢ wykonania badah kompozycji jakosciowej Pani probek
z wykorzystaniem wysokorozdzielczego detektora mas — HR-MS/MS? Ciekawa jestem jakie
jeszcze  zwiqzki wystepuja w  Pani prdbkach poza analizowanymi ilosciowo w Pani

doswiadczeniach.

Na kartach rozprawy doktorskiej przedstawiono takie wstepne wnioski dotyczace wptywu
ekstrahenta na odzysk zwigzkéw czynnych z matrycy rolinnej. Czy stosowata Pani takze inne
rozpuszczalniki niz woda i 50 % etanol? Jesli tak, rozpuszczalnik o jakiej polarnosci mogtaby Pani

polecic do ekstrakcji fenyloetanoidéw z korzeni rozenca.

Na uwage i podkreélenie zastuguje fakt, iz badania zawartosci wybranych metabolitéw rézerica
w homogenatach watroby szczuréow poddawanych warunkom hipoksji i karmionych suchymi
wyciggami z obydwu gatunkéw rézedca sa wykonywane po raz pierwszy. Niniejsze
doswiadczenia dostarczajg cennych wynikéw z zakresu wptywu niedotlenienia na metabolizm
salidrozydu i jego pochodnych. Doswiadczenia prowadzone z wykorzystaniem materiatu
roslinnego i materiatu biologicznego opisane na kartach tej pracy wnosza istotne nowe

informacje do dziedziny nauk farmaceutycznych i przyczyniaja sie¢ bez watpienia do rozwoju

dyscypliny.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr chem. Agnieszki Gryszczynskiej spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2023 roku, poz. 742), w zwigzku z czym zwracam si¢ do Kapituly Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu z whnioskiem
o nadanie Pani mgr Agnieszce Gryszczyniskiej stopnia doktora w nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Wirginia Kukuta-Koch
Min Gpone VAZNESIE

prof. dr hrab. n. farm.
Wirginia Kukuta-Koch
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