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Pomimo intensywnego rozwoju antybiotykoterapii drobnoustroje sg ciaggle zagrozeniem
dla zdrowia i zycia. Jest to zwigzane migdzy innymi z pojawianiem si¢ drobnoustrojow
posiadajacych wyspecjalizowane mechanizmy lekoopornosci np. wsréd drobnoustrojow
szpitalnych znajduja si¢ gronkowce, oporne nawet na metycyling oraz zarazki z opornoscig
wielokrotna, posiadajgce nawet do 10 genéw opornosci. Grupa tzw. alert patogenoéw, bedacych
nosnikami szczegdlnie niebezpiecznych mechanizmdéw opornosci, stale sie powigksza i oprocz
szczepdw gronkowca zlocistego opornego na metycyling (MRSA) i wankomycyne (VRSA)
obejmuje miedzy innymi, enterokoki oporne na wankomycyne (VRE), pateczki
Enterobacteriaceae wytwarzajace beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym
(ESBL) i karbapenemazy (MBL) oraz pateczki niefermentujace Pseudomonas aeruginosa
1 Acinetobacter spp.

Wedlug szacunkow Europejskiej Agencji Lekow (EMA), oporne na antybiotyki bakterie
powoduja na obszarze Europy nawet 25 tysiecy zgondw rocznie. Alarmujgce tempo nabywania
opornosci przez kolejne szczepy drobnoustrojéw spowodowato, ze problem ten zostal uznany
za jeden z priorytetow zdrowia publicznego w Polsce i na $wiecie. Szereg organizacji takich jak
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), Parlament Europejski, Europejskie Centrum

Zapobiegania 1 Kontroli Chorob (ECDC), amerykanskie Centrum Prewencji i Kontroli Zakazen




(CDC), czy amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (FDA) , uznaly lekoopornosé¢ za ,.jedno
z globalnych zagrozen dla zdrowia publicznego™. Réwniez w Polsce zostal powotany Narodowy
Program Ochrony Antybiotykdw (NPOA), ktéry nadzoruje dziatania dotyczace stosowania
antybiotykow miedzy innymi w medycynie, medycynie weterynaryjnej czy w rolnictwie.

W odpowiedzi na zagrozenia spowodowane narastajgca odpornoscig bakterii na stosowane
leki, poszukiwanie nowych preparatow, réwniez pochodzenia naturalnego mogacych
wspomaga¢ lub czesciowo zastgpi¢ antybiotykoterapi¢ jest kluczowym wyzwaniem
wspotczesnej nauki.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie wihasciwosci przeciwbakteryjnych i dodatkowo
przeciwutleniajagcych ekstraktow roslinnych z: dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum
L.), rumianku pospolitego (Matricaria recutita L.), krwawnika pospolitego (Achillea millefolium
L.), macierzanki tymianku (Thymus vulgaris L.), szalwii lekarskiej (Salvia officinalis L.),
glistnika jaskétcze ziele (Chelidonium majus 1.) oraz preparatu farmaceutycznycznego
pochodzenia naturalnego Ukrain™ (Nowicky Pharma, Austria).

Przedlozona do recenzji dysertacja zostala napisana i wykonana w Zakladzie Metod
Chromatograficznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
pod kierunkiem dr hab. Ireny Chomy. Cz¢$¢ badan Autorka wykonata we wspolpracy
z: Zakladem Mikrobiologii Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Pracownig
Zastosowan Metod Separacji i Spektroskopii Interdyscyplinarnego Centrum Badan Naukowych
Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta II (ICBN KUL), Zaktadem Chromatografii
Planarnej Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie, Zakladem Farmakognoz;ji
Uniwersytetu Medycznego w Pécs, Instytutem Ochrony Roslin Wegierskiej Akademii Nauk
w Budapeszcie oraz firma ,,Herbapol-Lublin” S.A.

Recenzowana praca liczy 186 stron, jest napisana w ukladzie typowym dla dysertacji
doktorskich 1 zawiera: wstgp, cze$¢ teoretyczna, cel pracy, czgé¢ doswiadczalna, omoéwienie
wynikéw badan, wnioski i wykaz piSmiennictwa. Na koncu pracy zamieszczono réwniez
streszczenie w wersji angielskie;j.

Cze$¢ teoretyczna rozpoczyna si¢ od omodwienia wybranych zagrozen cywilizacyjnych
oraz naturalnych metod ich zwalczania. Nastgpnie systematycznie Autorka zestawia i opisuje
wybrane bakterie bedgce ludzkimi i roslinnymi patogenami oraz bakterie nie patogenne. Kolejny
rozdzial dysertacji poswiecony jest wolnym rodnikom - ich charakterystyce, wplywowi
na organizmy zywe jak rowniez sposobami ich ,,zwalczania” przez przeciwutleniacze. W czesci
teoretycznej Autorka zwigzle lecz wyczerpujaco charakteryzuje testy aktywnosci biologiczne)

szczegoOlng uwage poswigcajac bioautografii. Fragment ten jest dobrym kompendium wiedzy




w omawianej dziedzinie. Wida¢, Zze Autorka wyjatkowo dobrze opanowala wiedze
z bioautografii o czym $wiadczy jej wspotautorstwo rozdziatu ,Effects-Directed Biological
Detection: Bioautography” w monografii Handbook of Separation Science. Czg$¢ teoretyczna
konczy si¢ zwigzlym omoéwieniem analizowanych surowcow i preparatéw roslinnych.

Cel pracy doktorskiej zostal sformulowany w 5 zwieztych punktach, a zalozone etapy
badan powigzane sa przyczynowo skutkowo. Zaplanowano wstgpna oceng aktywnosci
przeciwbakteryjnej ekstraktéw roslinnych przy pomocy testow TLC-DB, a nast¢pnie izolacje
zwiazkéw przeciwbakteryjnych metodg TLC i ich identyfikacj¢ metodami HPLC-DAD i LC-
MS. Kolejnym wyznaczonym przez Autorke celem byla optymalizacja rozdzielania olejkow
eterycznych metoda chromatografii cienkowarstwowej oraz identyfikacja przy uzyciu metod
TLC-DPPH i1 LC-MS zwigzkéw wykazujacych wiasciwoscei przeciwutleniajagce w ekstraktach
roslinnych, jak réwniez analiza poréwnawcza skladu preparatu farmaceutycznego Ukrain™
1 ekstraktu z glistnika jaskotcze ziele z wykorzystaniem TLC-UV/VIS i TLC-DB oraz LC-MS.

Doktorantka w pelni zrealizowata postawione cele pracy. Wykazata, ze technika TLC-DB
moze by¢ stosowana nie tylko jako szybka metoda skriningowa oceny aktywnosci biologicznej
ale rowniez jako metoda polilosciowa. Autorka przebadala pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej ekstrakty z szesciu wczesniej wymienionych surowcoOw a nastepnie
zidentyfikowata zwiazki odpowiedzialne za tego typu aktywnos¢ stosujac HPLC-DAD i LC-MS.
Na szczegdlne podkreslenie zasluguje fakt, ze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna ekstraktu
z dziurawca zwyczajnego, rumianku pospolitego, krwawnika pospolitego, macierzanki tymianku
oraz szatwii lekarskiej zostala przebadana po raz pierwszy wobec bakterii: Pseudomonas
syringae pv. maculicola, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria oraz Allivibrio fischeri.
Ponadto po raz pierwszy dokonano oceny wilasciwosci  przeciwbakteryjnych
4,4'-dihydroksy-5,5'-diizopropylo-2,2'-dimetylo-3,6-bifenylodionu - zwigzku wyizolowanego
z tymianku. Autorka opracowala nowa faz¢ ruchoma, dzigki ktdrej po raz pierwszy udato si¢
rozdzieli¢ dwa izomery tymol i karwakrol z zastosowaniem jednowymiarowej TLC. Dodatkowo
analizujgc skiad preparatu Ukrain metodg LC-MS po raz pierwszy zidentyfikowala styloping,
norchelidoning, a-homochelidoning, dihydrochelidoning, hydroberberyng jak rowniez berberyne
1 koptyzyn¢ oraz wykazata aktywnos¢ przeciwbakteryjng tego preparatu wobec szczepu
B. subtilis.

Wyniki badan zostaly wyczerpujaco przedyskutowane, a istotne dla pracy wnioski
poprawnie sformutowane. Na wyrdznienie zastuguje bogata dokumentacja prowadzonych badan
w postaci zdjeé ptytek chromatograficznych, bioautograméw TLC, chromatogramow oraz widm

LC-MS/MS. Chcialbym réwniez podkreslié, ze Autorka wigkszo$¢ swoich badan juz




opublikowata w renomowanych czasopismach z listy Filadelfijskiej oraz przedstawiata

w formie wystgpien ustnych i doniesien plakatowych na wielu konferencjach naukowych

mi¢dzynarodowych oraz polskich.

Niezaleznie od mojej wysokiej oceny jakosci badan opisywanych w przedlozonej

dysertacji, pragng z obowiagzku recenzenta przedstawié¢ kilka drobnych uwag i pytan, jakie

nasunely mi si¢ podczas jej lektury:

1) W pracy wystepuja nieliczne bledy merytoryczne, m.in:

a)
b)

c)

d)

wspotezynnik korelacji to R a nie R? jak podano na stronie 112,

krzywe kalibracyjne dla TLC powinny by¢ konstruowane jako zaleznosci ilosci
(a nie stezenia) od pola powierzchni piku,

w rozdziale 3.1. wartosci R sg btednie policzone. Podane wartosci (znacznie ponizej
1) wskazujg, ze badane substancje nie sa podzielone czemu przecza zalgczone zdjecia
ptytek chromatograficznych,

na stronie 112 Autorka pisze ,Sporzadzono liniowe krzywe kalibracyjne

przedstawiajgce powierzchni¢ plamek substancji wzorcowych od ich stezenia”.

Do badan ilosciowych powinno by¢ wykorzystane pole powierzchni piku uzyskanego

dla danej substancji a nie pole powierzchni plamki.

2) Ponadto nie wszystkie skroty zostaly wyjasnione np. TLC-DB, DB (spis tresci),

c.fiu. (strona 83), brak jest rowniez dtugosci fali, przy ktorej wykonano chromatogramy
HPLC (Rys. 26-29).

3) Autorka stosuje takze skréty myslowe i nieprawidiowe sformowania, m.in.:

a)
b)

c)

d)
€)
f)

g
h)

.-do opanowania wielu nieuleczalnych dotychczas chorob”,

,Doprowadzito to do wyhodowania opornych szczepow bakteryjnych wyposazonych
w liczne mechanizmy obronne” (str.14),

»~do identyfikacji tych zwigzkow w .... stosuje si¢ praktycznie jeden ukiad
chromatograficzny”- uklad chromatograficzny stosuje si¢ do rozdzielenia substancji
(str.144),

»opierajgcej si¢ ona na zatozeniu” (str. 23),

»Z wielotysiecznym okresem leczenia” (str. 23),

,»a takze w umiarkowanej czesci Ameryki” (str. 27),
,,p0 umieszczeniu szklanej komory w ciemnej schtodzonej kamerze” (str. 85),

,kwasu siarkowego (AS)” strona 106.

4) Zwracaja rowniez uwage drobne blgdy, m.in.:

a)

»Podczas diagnozowanie przyczyn infekcji skornych..”(str. 20),




k)
D

»hieepodwazalny” (str. 22),

,okrestajg” (str. 38),

podsawie™ (str. 41),

Lursonowy” (str. 60),

,rozne rodzaje fazy ruchomych” (str. 77),

»elektrororozpylanie” (str. 82),

na stronie 21 'O, brak odniesienia do indeksu (str. 21),

brak kursywy ,.fischeri”(strona 38), ,,Candida i Cryptococcus” (str, 60),

”

wyraz ,mikrostudzienkowej”, ,.studzienkowe] pochodzi od bezposredniego
angielskiego ttumaczenia, lepiej stosowa¢ mikrodotkowej, dotkowe;j,
powtorzone wyrazy ,,nalezacym do rodziny rodziny jasnotowanych” (str. 61),

niewlasciwa afiliacja firmy Merck (odczynniki chemiczne, str. 69),

m) dodawanie oznaczenia (v/v) w przypadku mieszanin trdj i wigcej skladnikowych;

n)

0)

powinno by¢ (v/v/../v),

bledne oznaczenie ptytek : Si0,60 (Tab.5) zamiast Si60,

uzycie sformulowania: ,flawonoidéw aglikonowych™ zamiast: aglikonéw
flawonoidéw (str. 91),

w rycinie 8 (str. 44) pojawia si¢ dodatkowa linia,

brak kropki symbolizujgcej niesparowany elektron przy (DPPH) (str. 49),

btedy w cytowaniach np. 12, 14,..

brak konsekwencji w pogrubieniach nazw drobnoustrojow ,,paleczke zapalenia

pluc..... pateczka ropy blekitnej”(str.17).

Mam réwniez parg pytan do Autorki:

D

3)

4)

5)

Strona 47 Autorka podaje ze ograniczeniem metody TLC-DB jest wystepowanie
w probkach pochodzenia roslinnego zwigzkéw z grupy kumaryn. Dlaczego akurat
ta grupa zwigzkéw przeszkadza w tego typu badaniach?

Jakie pochodne kwasu ursolowego Autorka miata na mysli (strona 62)?

Autorka opisuje test TLC-DPPH oraz TLC-ABTS czy stosuje si¢ rowniez test TLC-
FRAP? (czy ewentualnie Autorka myslata o przeprowadzeniu tego typu testu?).

Na jakiej podstawie (danych literaturowych czy badan wiasnych,) Autorka
opracowala sposob przygotowania nalewek i ekstraktow do badan (str. 72)?

Czy analiza MS w rozdziale 5.2.1. byla wykonana po zebraniu odpowiednich frakcji

czy tez MS byt bezposrednio sprz¢zony z LC?




6) Czy rozdzielenie tymolu od karwakrolu w ukladzie S9 bylo wystarczajace

do ilosciowej analizy densytometrycznej na podstawie pdl powierzchni pikow?

Jednak pragne podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej
przedtozonej do recenzji dysertacji. W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr
Wiolety Jesionek spetnia wymagania Art. 13 Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym, poniewaz
stanowi samodzielne rozwigzanie problemu naukowego przez Autorke, wykazuje jej duza
wiedzg teoretyczng w reprezentowanej dyscyplinie naukowej i zawiera elementy nowosci
naukowej. Praca spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i wnioskuje
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage aktualnos¢ podjetej przez Autorke tematyki badawczej,
ogrom uzyskanych wynikow i jakos$¢ ich opracowania oraz doglebng znajomos$¢ i umiejetnosé
wykorzystania metod chromatograficznych, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr
Wiolety Jesionek.
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