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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Marcina Stockiego zatytulowanej
"Badanie skladu chemicznego pakéw brzozy ( Betula L.) "

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu
w Bialymstoku, promotorem pracy jest prof. dr hab. Walerij Isidorow, za$ promotorem pomocniczym dr
hab. Piotr Walejko. :

Tematyka pracy zwigzana jest z oznaczaniem jakosciowym i ilosciowym skladu chemicznego
ekstraktow z pakéw brzozy brodawkowatej i brzozy omszonej jak rowniez z oceng skladu substancji
lotnych wydzielanych przez pgki 22 gatunkéw oraz 2 odmian rodzaju Betula, w celu zastosowania
w klasyfikacji chemotaksonomiczne;.

Podjeta w rozprawie tematyka wpisuje si¢ w profil badawczy zwigzany z analiza jakosciowa
i ilosciowg zwigzkow chemicznych zawartych w surowcach roslinnych oraz okreslaniu ich profilu
aktywnoséci farmakologicznej. Réwnoczesnie oceniana praca wpasowuje si¢ w kierunek fitoterapii —
gemmoterapig, ktorej celem jest lecznicze wykorzystywanie nierozwinigtych czesci roslin — kwiatow, lisci
czy lodyg. Gemmoterapia zaklada, ze paki roélinne zbudowane z tkanki merystematycznej, cechujacej sig
wysoka aktywnodcia biosyntetyczng i wystepowaniem cienkiej Sciany komorkowej, sg czescig rosliny
bogata w substancje czynne, charakteryzujgca si¢ rownoczesnie efektywnoscig ich izolacji. Mimo, ze
pakami roslin leczono juz w starozytnosci, podejscie takie popularne jest zaledwie w kilku europejskich
krajach — we Francji, w Belgii, we Wloszech, za§ w Polsce ten kierunek fitoterapeutyczny dopiero sie
rozwija. O ile w wielu przypadkach, ze wzgledu na pseudonaukowe rozwazania na temat "energii Zycia
zamknigtej w pgczkach”, kierunek ten traktowany jest nie do konca powaznie (analogicznie jak
homeopatia), o tyle potraktowanie pakow roélinnych jako klasycznego surowca roslinnego, zawierajgcego
niskoczgsteczkowe zwigzki chemiczne o potencjalnej aktywnosci biologicznej, ma w pelni naukowe

uzasadnienie i w takim aspekcie realizowana byla oceniana dysertacja.



Ocena tematyki badawczej

Zgodnie z Farmakopea Polskg i Farmakopea Europejska pgki brzozy nie stanowig surowca
farmakopealnego, ale dostgpne sa w postaci handlowej jako surowiec zielarski o dzialaniu diuretycznym i
przeciwzapalnym. Gemmae Betulae jako surowiec wyszczegolniony jest w Farmakopei Rosyjskiej 1 jest
szeroko stosowane w medycynie tradycyjnej jako $rodek o szerokim spektrum dziatania (moczopgdnym,
wykrztugnym, z6lciopednym, napotnym, przeciwbdlowym, antyseptycznym). Réwnoczesnie we
wczesniejszych pracach zespolu Profesora Isidorova wykazano aktywnosé cytotoksyczng ekstraktu z
pakéw brzozy. Dlatego tez, z jednej strony dostgpno$é handlowa tego surowca a z drugiej strony szeroki
profil potencjalnej aktywnosci farmakologicznej (w szczegdlnosci wykazanej aktywnosei cytotoksycznej)
wymaga pelnej analizy fitochemicznej tego surowca. Ma to na celu nie tylko identyfikacje zwigzkow
biologicznie czynnych (i potencjalne pozyskanie nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych), ale
réwniez umozliwi standaryzacje surowca (dostepnego w handlu) oraz oceng jego toksycznosci w celu
zapewnienia bezpieczenstwa terapeutycznego. Rownoczesnie, co warte podkreslenia, podjety w dysertacji
temat koncentruje si¢ na krajowym powszechnie wystgpujgcym, a w niewielkim stopniu przebadanym
surowcu rolinnym, co mojej opinii stanowi dobrg alternatywe dla "modnych” badan nad roslinnymi
surowcami "egzotycznymi". Réwniez wybér surowca zielarskiego jako pakow, uwazanych za surowiec 0
wysokiej zawartosci substancji czynnych, uwazam za bardzo uzasadniony. W pracy Doktorant
przeanalizowal sktad chemiczny ckstraktéw dwoch najpopularnicjszych rodzimych gatunkow brzozy
Betula pendula i Betula pubescens. Ponadto w ramach niniejszej rozprawy doktorant przeprowadzil
analize substancji lotnych wydzielanych przez paki 22 gatunkéw oraz 2 rodzajéw brzozy. Podejscie takie,
ze wzgledu na trudnosci klasyfikacji gatunkowej oraz zmiennoéé morfologiczng rodzaju Betula, moze
znalez¢ zastosowanie w klasyfikacji chemotkasonomicznej.

W mojej opinii tematyka podjgta w rozprawie ma istotne znaczenie z punktu widzenia
fitoterapeutycznego i stanowi podstawe do dalszych badan o profilu farmakologicznym. Réwnoczesnie
aspekt chemotaksonomiczny, ze wzgledu na duze zréznicowanie gatunkowe pod wzgledem zawartosci
substancji czynnych w pakach brzozy moze w przysztosci znalez¢ zastosowanie, nie tylko w klasyfikacji

gatunkowej roélin z rodzaju Batulae, ale rtéwniez surowca roslinnego z nich pochodzgcego.

Ocena merytoryczna pracy.

W przedstawionej do recenzji rozprawie, z punktu widzenia tematyki mozna wyodrgbni¢ dwa
kierunki badan.

W pierwszym z nich Autor skoncentrowal si¢ na oznaczeniu zawartosci substancji czynnych w
pakach dwodch gatunkow brzozy. Wykorzystat w tym celu technike ekstrakcji substancji czynnych
z materiatu roslinnego oraz analize z wykorzystaniem techniki GS-MS. W celu wyizolowania pelnego



profilu zwigzkéw wystepujacych w analizowanym materiale zastosowal pigcioetapowg izolacje substancji
czynnych odpowiednig sekwencja foz:puszczalnikéw o roznej polarnodci. Jako pierwszy etap zastosowal
nowoczesng i ekologiczng technike ekstrakeji CO, w fazie nadkrytycznej. Co warte podkreslenia, w tym
aspekcie Doktorant zoptymalizowal warunki ekstrakcji w wyniku czego zwigkszyl os$miokrotnie
efektywnoé¢ pozyskania substancji czynnych z tego surowca wzgledem warunk6w wezesniej
‘opublikowanych w literaturze. W kolejnych etapach badan zastosowal kolejno ekstrakcjg heksanem,
chloroformem a nastgpnic maceracje eterem dietylowym i mieszaning woda-metanol. Najcickawsze z
punktu fitochemicznego (a zarazem najbogatsze z punktu widzenia zawartoéci substancji czynnych) byly
ekstrakty uzyskane z wykorzystaniem ekstrakcji CO, i CHCl;. W pierwszym z nich dominowaty zwigzki
terpenowe, za$ w drugim - flawonoidy. Dla kazdej z frakcji Doktorant dokonat identyfikacji wigkszosci
wystepujacych w nich zwigzkéw chemicznych. Identyfikacja ta byla oparta na podstawie indeksu retencji
oraz charakterystycznych pikéw w widmach masowych (analizowane byly masy (m/z) jondw
molekularnych oraz wybranych jonéw fragmentacyjnych). W kolejnym etapie badan dla frakcji
triterpenowej doktorant dokonat rozdzialu z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej i wyizolowat
cztery zwigzki (przy czym dwa byly nicrozdzielonymi izomerami optycznymi), ktorych strukturg
potwierdzit na podstawie widm 'H i '*C NMR. W koficowym etapie wykonat oznaczenia ilosciowe dwéch
glownych zwigzkéw triterpenowych (kwasu 3,4-seko-damar-4(29),20(21),24(25)-trien-3-owego oraz
dipterokarpolu) oraz szesciu glownych zwigzkéw flawonoidowych (5-hydroksy-4,7-dimetoksyflawanonu,
sakunaretyny, kumatakeniny, cirsimarityny, ermaniny i santyny) we frakcji izolowanej przy pomocy CO;
w fazie nadkrytycznej.

W pracy wykazano, ze paki brzozy, pod wzgledem zawartosci metabolitow wtomych, sg
- niezwykle bogatym- surowcem rodlinnym. Zawartos¢ substancji czynnych w suchej masie surowca
wynosita okoto 50 %, przy czym nieznacznie wyzsze wyniki otrzymano dla pakow Betula pubescens.
Potwierdza to teze dotyczacg bogactwa substancji czynnych zawartych w pakach roslinnych. Pgki brzozy
okazaly sie rowniez bogate pod wzgledem r6znorodnosci metabolitow wtornych zawartych w
omawianych tkankach. W pracy zidentyfikowano 284 zwigzki nalezace do roznych grup chemicznych
(gléwnie seskwiterpeny, triterpeny, flawonoidy). Glownym skladnikiem w ckstraktach scCO;
pochodzacych z pakéw obu gatunkéw wiebyt triterpen kwas 3,4-seko-damar-4(29),20(21),24(25)-trien-3-
owy, a jego procentowa zawarto$¢ w ekstrakcie z pgkow B. pendula wynosila ponad 25%. Zgodnie z mojg
wiedza, aktualnie w literaturze brak jest informacji na temat aktywnosci biologicznej tego zwigzku. Jako,
ze jest glownym skladnikiem analizowanego ekstraktu, za$ ckstrakt posiada udokumentowang w
literaturze aktywno$¢ cytotoksyczng, warto przebadaé ten zwigzek w kierunku szerokiego profilu
aktywnosci cytotoksycznej. Rownoczesnie w ramach pracy doktorskiej wspomniany zwigzek zostal
wyizolowany w postaci czystej co stanowi gotowy material do prowadzenia badan farmakologicznych.

Doktorant wykazal rownicz, ze zawarto$¢ substancji czynnych w pakach Betula pendula i Betula
pubescens pod wzgledem klasyfikacji grup chemicznych zwiazkéw jest zroznicowana pomigdzy
gatunkami i o ile w B. pendula dominujg zwigzki triterpenowe o tyle w B. pubescens wystepuje najwyzsza



zawarto$é zwigzkow seskwiterpenowych. Moze to by¢ podstawa do kwalifikowania obu tych surowcow
jako oddzielnych surowcow zielarskich (co postuluje we wnioskach Doktorant).

Szkoda, ze w aspekcie analizy skladu ekstraktéw Doktorant nie pokusit sig o dyskusj¢ dotyczaca
potencjalnych mozliwosci zastosowan gltownych zwigzkow wyizolowanych z obu gatunkéw pakow
brzozy, poniewaz te sg bardzo interesujace z punktu widzenia aktywnosci farmakologicznej. W tym
przypadku obiecujgce sg zarowno frakcje terpenowe, jak i flawonoidowe. O ile w dysertacji Doktorant
wspomniat o aktywnosci przeciwnowotworowej frakcji terpenowej, o tyle potencjalne zastosowanie
frakcji flawonoidowej zostato pominigte. W mojej ocenie przede wszystkim warto by bylo sie odnies¢ do
pracy (ktorej wspolautorem jest Doktorant), w ktorej wykazano aktywno$¢ cytotoksyczng santyny i
cirsimartyny. W  przypadku ermaniny i kumatakeniny réwniez wykazano  aktywnosé
przeciwnowotworowa, przy czym dla ermaniny potwierdzona jest rowniez aktywnos¢ przeciwbakteryjna
przeciwko pratkom gruzlicy. W mojej opinii, zamieszczenie takiej dyskusji zwigkszyloby, z punktu
widzenia praktycznego oraz farmaceutycznego, atrakcyjnosé prezentowanych wynikow.

Drugi kierunek badan zwigzany byt z identyfikacjq oraz oceng zawartosci substancji lomych
wydzielanych przez paki roznych gatunkoéw Berula. Wydaje sig, e motywacja do podjgtego tematu byly
réwniez wyniki uzyskane w pierwszym etapie pracy, wskazujace na znaczne zroznicowanie fitochemiczne
pakow pochodzacych z analizowanych wezeéniej dwoch gatunkow brzozy. W tej czgsci pracy Doktorant
do pobierania probek zastosowal metodg mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej,
za$ w analizie zastosowal technikg GC-MS. W ramach pracy doktorskicj zidentyfikowat 200 zwigzkow z
réznych grup chemicznych, przy czym 99 z nich zidentyfikowane zostalo w pakach brzozy po raz
pierwszy. Wykazal, ze zawarto$¢ tych substancji rozni si¢ znacznie migdzygatunkowo, a na podstawie
braku lub obecnosci poszczegdlnych grup chemicznych zaklasyfikowal analizowane gatunki brzozy do
trzech kategorii. Uwazam, ze ten aspekt pracy moze stanowi¢ podstawg do opracowania metod
klasyfikacji gatunkowej, co jest szczegélnie istotne ze wzgledu na znaczne zroznicowanie
migdzygatunkowe zawartoéci substancji czynnych w pakach, a co moze stanowi¢ wyzwanie w analizie
pochodzenia surowca roélinnego. Tego typu badania nie byly wczesniej opublikowane, dodatkowo
uwazam, 7e ten aspekt pracy jest rowniez rozwojowy. W ramach kontynuacji pracy warto pokusic sig 0
ocene zawartosci substancji lotnych w surowcu suszonym i korelacje tych wynikow z ich zawartosciag w
ekstrakcie. Moze pozwolié na opracowanie szybkich metod standaryzacji surowca.

Analizujac przedstawiong do oceny dysertacj¢ nasuwajg si¢ rowniez pytania, uwagi oraz sugestie
natury merytorycznej, ktore przedstawiam ponizej:

- W jaki sposob byla klasyfikowana przynalezno$¢ gatunkowa obu surowcow roslinnych
pozyskanych ze stanu dzikiego? We wstgpie Autor wspomina o trudnosciach klasyfikacyjnych w obrgbie
tej rodziny ze wzglgdu na zmiennoé¢ morfologiczng oraz mozliwose wystepowania hybryd
migdzygatunkowych.



- W jakim okresie zbierany byt surowiec? W przypadku surowcéw roslinnych okres zbioru moze
mie¢ kluczowy wplyw na sklad substancji czynnych w nim wystgpujacych. Niestety nie znalazlem w
pracy zadnych informacji na ten temat,

- W celu potwierdzenia struktury gléwnych zwigzkéw triterpenowych wchodzacych w skiad
ekstraktu zastosowano spektroskopi¢ 'H i *C NMR. W pracy nie zamieszczono jednak zarejestrowanych
widm "’C NMR. Réwnoczesnie warto by zamiescié w tabelach poréwnanie danych eksperymentalnych i
literaturowych, szczeg6lnie w przypadku widm "*C NMR, ktére by potwierdzity stusznos¢ wnioskowania
Autora.

- Dlaczego w analizie ilosciowej zwiazkoéw flawonoidowych nie zostala wykorzystana frakcja
ekstrahowana chloroformem? Wydaje sig, Ze jest ona znacznie bogatsza w te grupe zwigzkow.

W mojej ocenie przedstawione powyzej uwagi nie wplywaja w sposob istotny na pozytywna
oceng badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej. Réwnoczesnie opublikowanie wynikow
doktoratu w czasopismach z listy filadelfijskiej utatwia nie tylko oceng merytoryczna, ale potwierdza
rowniez wysoki poziom naukowy przedstawionej do recenzji dysertacji.

Ocena formalna i metodyczna pracy

Oceniajac aspekt formalny rozprawy doktorskiej, temat pracy w pelni odpowiada zrealizowanemu
projektowi badawczemu, cel jest jasno sformulowany i rzetelnie zrealizowany, za$é wnioski w pelni
odpowiadajg uzyskanym wynikom cksperymentalnym. Uklad rozprawy jest spdjny i logiczny, praca liczy
217 strony i zredagowana jest w sposob klasyczny z wyraznym podzialem na czeséé literaturows oraz
czg$é eksperymentalng. W czesci literaturowej Autor opisal szczegdtowo profil zwigzkéw chemicznych,
ktére mogg wystgpowaé w pgkach brzozy oraz pokrotce przedstawit procedury stosowane w izolacii,
analizie i identyfikacji zwigzkéw czynnych pochodzacych z rodzaju Betula. Pewien niedosyt budzi tylko
zbyt skrétowy opis potencjalnych whasciwosci leczniczych zwigzkéw wystepujacych w pakach brzozy, co
wynika migdzy innymi z niewielkiej liczby prac badawczych w tym zakresie. Jednak o ile Autor odni6st
sig do pozycji literatury naukowej, to dodatkowe zamieszczenie w tym rozdziale parn zdan
podsumowujgeych wyniki tych prac ulatwitoby oceng potencjatu terapeutycznego tego surowca i byloby
Jjeszcze mocniejszym uzasadnieniem celowosci podjetej tematyki badawczej. Bez watpienia cze$é
literaturowa pracy $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu oraz doglgbnej analizie literaturowej
tematyki, jakg Autor wykonal przygotowujgc rozprawg doktorska. W czgséci eksperymentalnej Autor w
sposob szczegdlowy opisal tok analityczny zastosowany w pracy oraz przedyskutowat uzyskane wyniki.
Wartosciowym, w mojej ocenie, bylo zebranie uzyskanych w pracy wynikéw w postaci tabeli (Tab 28,
Tab3.2S), w ktorych dla kazdego zwigzku podano indeksy retencji, mase jonu molekularego
i glownych jonoéw fragmentacyjnych oraz zawartos¢ %TIC w poszczegdlnych ekstrahowanych frakcjach.
Ulatwia to nie tylko poréwnanic skladu poszczegélnych ekstraktow (ze wzgledu na olbrzymia iloéé



prezentowych wynikow), ale réwniez stanowi spojne opracowanie, ktore moze zostac wykorzystane przez
innych autoréw zajmujgcych sig analizg fitochemiczng.

W mojej ocenie praca jest napisana bardzo staranie, poprawnic jezykowo, za$ bogata szata
graficzna w postaci licznych rysunkéw i tabel ulatwia analiz¢ uzyskanych wynikéw. W pracy
zamieszczonych jest 131 pozycji literaturowych, zacytowanych w sposéb ujednolicony
z prawidlowymi odniesieniami do tekstu pracy, wlasciwie odnoszacych sig do tematyki rozprawy oraz
stanowigcych podstawg do napisania czgéei literaturowej dysertacji i uzasadniajgcych podjecie tematu
badawczego.

Chciatbym rowniez przedstawié pewne drobne uwagi i sugestie
o charakterze technicznym i jezykowym, ktore nasungly mi si¢ w trakcie czytania pracy:

- w obszernych tabelach umieszczonych w aneksie do pracy zamieszczenie Oprocz nazwy
chemicznej danego zwigzku, numeracji przyjetej w pracy utatwiloby analiz¢ uzyskanych wynikow.

- w podpisie do rysunku 2 lepiej byloby uzy¢ sformutowania ,.schemat reakcji platifilozydu z 2.4-
dinitrohydrayna™ (str. 26).

- zwigzek eukaliptol odpowiada numerowi 25 (a nie 28) na rysunku 5 (str. 27).

- w opisie widm NMR (str. 122) sformulowanie " dobrze wyksztalconych singletéw" lepiej jest
zamieni¢ na dobrze rozdzielonych singletow.

Analiza pozostalego dorobku Doktoranta

Analizujac caloksztalt dorobku naukowego Doktoranta warto podkreslic szeroka aktywnos¢
naukows mgr Marcina Stockiego niezwigzang z realizacjg pracy doktorskiej. Swiadczy o tym liczba 14
publikacji z listy filadelfijskicj nie wchodzgcych tematycznie w skiad dysertacji, z ktérych 8 zostalo
opublikowanych w czasopismach ze wspolczynnikiem IF powyzej 2. Znaczna czgsé tych prac zwigzana
jest z badaniami z zakresu analizy fitochemicznej, co wskazuje na bardzo wysoka aktywnos¢ naukowg
Doktoranta, jak rowniez na znacznie szerszy zakres zainteresowan badawczych mgr Stockiego. Co warte
podkreslenia Doktorant réwniez aktywnie prezentowal wyniki swoich prac zaréwno na konferencjach
migdzynarodowych, jak i krajowych. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze Doktorant byl wykonawcg w
czterech projektach naukowych finansowanych ze $rodkéw zewngtrznych (w tym w dwoch projektach
OPUS), jak rowniez dwukrotnie byl kierownikiem projektow realizowanych ze $rodkéw Politechniki
Bialostockiej. Wszystko to $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia
dalszych prac badawczych i jest gwarantem kontynuacji rozwoju naukowego Pana magistra Marcina
Stockiego.

Podsumowujgc przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oryginalnym opracowaniem
i zawiera elementy nowosci naukowej, a przedstawione w niniejszej recenzji uwagi nie wplywajg na
wysoki, w mojej ocenie, poziom przedstawionej do oceny dysertacji. Na podstawie przedstawionej do
oceny dysertacji stwierdzam, Ze rozprawa doktorska pana magistra Marcina Stockiego, zgodnie



z obowigzujgca ustawg, spelnia wszystkie kryteria stawiane pracom doktorskim i wnoszg do Wysokiej
Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorge pod uwagg istotng z punku naukowego tematyke rozprawy,
wysoki poziom przedstawionej pracy doktorskiej oraz to, ze wyniki badawcze zostaly opublikowane w
czasopismach zasiggu migdzynarodowym o wysokim wspotczynniku IF wnioskuje do Wysokiej Rady o
wyrdznienie pracy doktorskiej Magistra Marcina Stockiego.

fuclelol Dovivst Macrey
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