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Ocena rozprawy doktorskiej
pt.: Wiasciwosci przeciwgrzybicze wybranych ekstraktéw roslinnych, w tym pozostatosci
roslinnej stanowigcej rolniczy materiat odpadowy, a sktad chemiczny ekstraktow”

wykonanej przez Panig magister Sylwie Garbaczewska

Dziatalno$é powigzana z pozyskiwaniem ze $wiata roslin substancji o dziataniu
biologicznym jest caty czas jednym z alternatywnych, w stosunku do syntezy organicznej,
kierunkdw poszukiwania zwigzkéw aktywnych. Niekiedy tez wskazuje ukfady wiodace do
syntezy jakkolwiek obecnie ze wzgledu na wieloletnia eksploracje zasobdw naturalnych i
obiektywne trudno$ci analityczne udziatu takich badan i szans na powodzenie jest
statystycznie niewielki podobnie jak mozliwosé bezposredniego zastosowania
wyselekcjonowanych zwigzkdw.

Wyodrebnienie nowych zwigzkdw z natury jest wiec utrudnione, tym bardziej, ze w
przypadku roslin, nalezy uwzglednia¢ prawdopodobienstwo wystgpowania okoto 250 tys.
roznych metabolitéw. Swiat rodlin jest przy tym rezerwuarem zaréwno zwigzkéw
dobroczynnych jak i zagrazajacych. Zdarza sig czesto tez tak, ze naktad pracy i potwierdzenie
obecnoéci zwigzkéw w izolacie nie musi prowadzi¢ do zamierzonego powodzenia, gdyz moga
one wystepowaé w niktym udziale ilodciowym i trudno okredli¢ ich dziatanie. Jednak tego
rodzaju badania, a wiec miedzy innymi takie jak przedstawione w przedtozonej pracy
doktorskiej, maja zawsze uzasadnienie, gdyz aktywne substancje wystepujace w przyrodzie,
w wielu przypadkach moga by¢ uktadem wyjsciowym i wskazywac¢ droge do racjonalnego
projektowania odpowiednich analogéw. Sg one réwniez celowe z uwagi na mozliwos¢
wyszukania w danej grupie zwigzkéw relacji budowa-aktywnos$¢. Trudne jednakze ze wzglgdu
na konieczno$é¢ uprzedniego rozwazenia wiaéciwosci chemicznych przewidywanych do
wyosobnienia zwigzkéw i zaplanowania mozliwosci ich identyfikacji. Nalezy przy tym zwrdci
uwage, ze w zaleinosci od cech gatunkowych roéliny, usituja broni¢ sie przed zagrozeniami

zyciowymi (m.in. inwazja réznego rodzaju drobnoustrojow chorobotwérczych) i wytwarzaja
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odpowiednio czynne zwigzki, ktdrych obecno$¢ chciata Autorka pracy potwierdziC i
wykorzysta¢ w kierunkowych badaniach biologicznych.

W mojej opinii taki zamyst, aby z natury izolowaé zwigzki o okreslonym dziataniu
biologicznym jest bardzo cenny i niezaleznie od powodzenia praktycznego, moze wskazywac
dalsze kierunki badawcze dla zespotéw zajmujgcych sie projektowaniem i synteza
pestycydow.

Zasadno$¢ podjetych w pracy badan wigze sie réwniez z tym, ze z rejestru
pestycydow dopuszczonych do stosowania, usunieto nie tylko wiekszo$¢ preparatéow
zagrazajgcych  bezpieczenstwu zdrowotnemu ludnosci, ale tez wiele kombinacji
funkcjonalizowanych substancjami z natury wobec niejednoznaczno$ci mechanizmu ich
dziatania czy skutkdéw odlegtych zastosowania w srodowisku.

Cele pracy zostaty wtasciwie zaplanowane i byly realizowane kolejno, w miare uzyskiwania
wynikéw odpowiednich badan. Zastosowano réznorodne warunki ekstrakcji i techniki
chromatograficzne oraz metody identyfikacji zwigzkdéw sktadowych. Przedstawione przeze
mnie ogdlne ujecie zagadnien zwigzanych z analitykg chemiczng, wymaga uzupetnienia i
zwrécenia uwagi na przygotowanie merytoryczne Doktorantki, szczegdlnie wykorzystanie
metod spektrofotometrycznych. Do analizy ztozonych mieszanin pochodzenia roslinnego
stosowano techniki GC-MS i LC-MS (spektrometry z kwadrupulowym filtrem masowym). To
szczegblnie wymagajace zadanie, biorac pod uwage mozliwos$¢ rejestracji w widmach jonow
wtoérnych czy analize fragmentacji jonu molekularnego. Zastosowano rézne techniki jonizacji,
w tym ESI w trybie ujemnym i dodatnim, a takze monitorowanie jonéw SIM. W zwigzku z
tym mam pytanie, czy nie rozwazano (nie byto mozliwosci) analizowania mieszanin bez

wczeéniejszego rozdzielania jej sktadnikéw przy wykorzystaniu spektrometru tandemowego?

Zwracajac uwage na niedyskusyjne osiggniecia w zakresie chemii analitycznej, w mojej opinii,
chciatbym wskazaé réwniez na wartosci zbiologizowanej czesci pracy pos$wiecone zarowno
problematyce badari mikrobiologicznych jak i toksykologicznych. Obejmuja one oceng
zdolnoéci hamowania przez izolaty (réwniez gtéwne ich sktadniki) rozwoju kolonii grzybow
fitopatogenicznych w tescie szalkowym oraz oddziatywania w stosunku do organizméw
chronionych. W stosunku do wiekszosci kultur grzybow fitopatogenicznych i A. apis dobre
zdolnosci biostatyczne wykazywaty ekstrakty z tupin orzecha wtoskiego oraz ekstrakty z tupin

cebuli. Selektywnie czynne byty tez sktadniki ekstraktéw jaskotczego ziela w stosunku do B.
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cinerea. W tym przypadku nalezatoby prowadzi¢ dalsze prace badawcze w celu petniejszej
analizy sktadu izolatéw i dziatania poszczegdlnych zwigzkdw. Odnoszac sie do wynikdw, jakie
uzyskano przy zastosowaniu ekstraktéw w stosunku do A. apis, zwracajg uwage niewielkie
réznice ich czynnosci przy funkcjonalizacji stezern zwigzkéw wyodrebnionych. Poréwnujac
wyniki aktywnosci grzybostatycznej izolatow Doktorantka zwraca zaréwno uwage na
zmienno$¢ materiatu (surowca roslinnego) jak i mozliwos¢ uwarunkowan wynikajacych z
odmianowosci, czynnikdéw klimatycznych, a uwzgledniaé nalezy jeszcze wplyw czynnikdw
uprawowych ksztattujgcych, w znacznym stopniu, poziom poszczegdinych sktadnikow.
Wyniki uzyskane w testach mikrobiologicznych, z wykorzystaniem zwigzkdéw referencyjnych,
nie powinny zniechecaé, gdyz niektdre, by¢ moze, wysoko aktywne zwigzki wystepuja w
odpowiednich ekstraktach w niewielkich ilosciach. W odniesieniu do poszczegdlnych grup
zwigzkéw, pod wzgledem ilosciowym i powszechnosci wystepowania, najliczniej wystepuja
zwigzki fenolowe i ich analogii z grupy flawonoidow. Zwiazki tego rodzaju jako substancje
aktywne preparatéw ochrony roslin nalezg do inhibitoréw proceséw energetycznych.
Blokujg one przede wszystkim przemiany, w ktérych podstawowa role odgrywa uwalnianie, a
zarazem gromadzenie energii przez wytwarzanie ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej,
zaleznej od tafcucha oddechowego. Obecno$é ugrupowan hydroksylowych zwieksza
mozliwosé oddziatywan litycznych na taricuchy N-acetyloglikozoaminowe, a takze polimery
mannozowe i uronowe $cian komdrkowych grzybdw oraz penetracje hydrofilowych warstw
biatkowych cytoplazmy. Sg to zwiazki relatywnie bezpieczne, a preparaty stosowane w
ochronie roélin od dawna, gdyz grzyby, nie zdotaty, jak dotad wypracowa¢ opornosci na
wskazany mechanizm dziatania i raczej sie nie zanosi. Rownie interesujace, z uwagi na
czynno$¢ izolatéw, sg wyniki badan ekstraktéw z tupin orzecha i 5-hydroksy-1,4-
naftochinonu zwyczajowo juglonu w postaci wolnej, jako gtéwnego sktadnika tych
ekstraktow. Zwiazki z grupy chinondéw réwniez dziataja na szlaku oddechowym w
odwracalnym procesie wigzania wodoru grup enzymatycznych, ale ich wieksza skutecznos¢
w stosunku do fenoli wynika z mozliwosci udziatu w reakcjach addycji grup karbonylowych,
ktére tworza wigzania kowalencyjne z zasadowymi grupami blokowanych uktadow
biologicznych. Wiasciwosci ekstraktéw z zielonych tupin orzecha wioskiego sg wigc
zachecajace, ale nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania. M. in. celowos¢ dalszych prac
potwierdzity doéwiadczenia pasieczne. Wyznaczono wielkosci LDso dla  pszczét w

oddziatywaniu kontaktowym i w relacji zastosowania per os.
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Rozwazajgc jednak mozliwosé praktycznego zastosowania tego ekstraktu szczegdlnie
niepokojace sg wielkosci dawek potowicznie $miertelnych przy zastosowaniu juglonu w
stosunku do ssakéw (za pismiennictwem). W tescie per os wielko$¢ LDsy to 2,5 mg/kg m.c.
(myszy), a LD\p to 10 mg/kg m.c. (psy) po podaniu dozylnym (najnizsza dawka Smiertelna).
Podobne jest dziatanie przy podaniu dootrzewnowym. Jest to zatem zwigzek szczegdlnie
niebezpieczny lokowany w pierwszej klasie toksycznosci. Odnoszac sie do tych danych,
zastanawia wielkos¢ tolerowanej przez pszczoty dawki izolatu w testach per os i
kontaktowym. Jak wynika z opisu przy jednorazowym podaniu, byly to dawki progowo
wieksze niz 0,2 mg na jeden biowskaznik. W budowie niektérych zidentyfikowanych
alkaloidéw w ekstraktach jaskotczego ziela zwraca uwage obecnos¢ form amoniowych, a we
wszystkich zwigzkach skondensowanego pierscienia metylenodioksolowego. Z uwagi na
biernos¢ chemiczng ugrupowan eterowych, tym bardziej stabilizowanych w pierscieni,
interesujgce bytoby wyszukanie relacji budowy i dziatania zwigzkéw, w ktérych wystepuja
inne grupy funkcyjne (zwtaszcza karbonylowa i amidowa).

Analizujgc budowe wszystkich zwigzkow przedstawionych w tabeli 20 i 39 uwazam, ze
niektore z nich warto by wyodrebnié¢ (otrzymac w syntezie) i okresli¢ w jakich kierunkach
mogq dziata¢ biologicznie. Celowe jak zwykle, bylyby tez préby modyfikacji ich budowy i
wyszukania zaleznosci QSAR, a na tej podstawie prognozowanie aktywnosci zwigzkow o
okreslonej budowie. W kazdej z grup dla zwigzkéw o zréznicowanej budowie, interesujace
bytoby statystyczne wyznaczenie wartosci log P, wielkosci powierzchni polarnej i
rozpuszczalnosci zwigzkéw wodzie. Tego rodzaju dane moga kierowac uwage na niektore
zwigzki, gdyz ich aktywno$¢, w stosunku do wiekszosci grzybow, warunkuje przede
wszystkim ich powinowactwo fazowe.

W rozdziale ,Dyskusja. Podsumowanie” Doktorantka podejmuje proby wyjasnienia i
powiazania wynikéw badan biologicznych. Jest to zadanie utrudnione, bowiem interpretacje
zaleznos$ci ograniczaé moga zjawiska inwersji dziatania i odstepstwa od relacji
determinowanych udziatem ilodciowym zwigzku. Ograniczane sg tez mozliwosci wskazania
wzajemnych interakcji zwigzkow w danej kombinacji.

W pracy zauwaiylem pewne niescistosci, uproszczone wypowiedzi oraz niekiedy
niekompletne wyjasnienia lub ich dyskusyjne formy.

- str. 22 — ,inne grupy funkcyjne, np. grupa cukrowa”



- str. 23 -, wzrost liczby grup hydroksylowych w zwigzkach fenolowych prowadzi do wzrostu

”

aktywnosci biologicznej ” — przy tej okazji, prosze o wyjasnienie, jaki jest charakter
niespecyficznych interakcji komaorkowych fenoli z biatkami (str. 24)?

- str. 26 — ,grupy hydroksylowe mogg by podstawione grupa metylowg” (poprawnie —
metylowane).

Dyskusyjny jest tez zapis ,podstawione grupa metoksylowg”

- str. 26 — ,,podstawienie acylowe dajgc struktury aglikonowe”

- str. 27 — wiersz 1-3 — jest niezrozumialy, prosze o wyjasnienie, i dalej “bardziej lipofilowa
natura flawonoidow” i dalej wiersz 4.

Podobnie nieprecyzyjny jest opis na stronie 28 ,chinony to cykliczne ketony, w czasteczce
ktérych grupy ketonowe znajdujg sie miedzy innymi w pozycji 1,4 pierscienia
benzoesowego” i dalej ,w wyniku kondensacji monocyklicznych benzochinonow z
pierscieniami aromatycznymi” i dalej ,sg Zrodtem stabilnych wolnych rodnikow i tworza
kompleksy z nukleofilowymi aminokwasami w biatkach” i dalej ,efektem czego jest
zaburzenie funkcji biatka mikroorganizméw” i dalej ,mozna podejrzewaé, ze kwrcytyna taka
aktywno$é rowniez posiada, tym bardziej, ze ma wiecej grup hydroksylowych” i dalej ,fakt,
ze kwarcytyna jest inhibitorem fitopatogenicznosci”, raczej moze ogranicza¢ wzrost i rozwoj.

- str. 31 — ,alkaloidy to zwigzki zawierajgce azot w uktadzie heterocyklicznym” i dalej
»gtodwnie o charakterze zasadowym”

Podobnie nieprecyzyjna jest klasyfikacja, ktéra odbiega od zadnia wprowadzajgcego na tej
samej stronie.

- str. 53 —, jonizacja elektronéw”

- str. 68 — ,mata zawarto$¢ zwigzkéw biologicznie czynnych lub ich niestabilnosc jest
prawdopodobnie przyczyna niewielkiej aktywnosci fungistatycznej” — taka interpretacja jest
dyskusyjna, gdyz nie wszystkie zwiazki w ekstrakcie muszg dziata fungistatycznie lub dziata w
ogéle.

- str. 110 — ,patogen najbardziej oporny na zmiang rozpuszczalnika macerujacego” -
nalezatoby wskaza¢ , ze jest to wptyw rozpuszczalnika na efektywnos¢ ekstrakcji zwigzku i
dalej, str. 110, cytowany zapis pojawia sie¢ ponownie.

Uwaga do wynikéw w tabeli 39

W kolumnie wartosci m/z zwigzkéw, dane sg niekompletne, powinny by trzycyfrowe



- str. 146 — niewtasciwy jest opis wynikow w tekscie, w stosunku do Tabeli 44 ,najlepsze
dziatanie chloranil wykazuje wzgledem R. solani, a stezenie powodujgce 100% inhibicje jest
przeszto 100 razy wieksze w poréwnaniu z ekstraktem z zielonych tupin” i dalej str. 146 —

ostatnie zdanie jest tez rozbiezne

W podsumowaniu swojej recenzji, pragne wyrazi¢ poglad, iz oceniana rozprawa jest bardzo
wartosciowa i wnosi wiele do stanu wiedzy o budowie i wtasciwosciach naturalnych
zwigzkdw. Z uznaniem stwierdzam tez, ze jest osiggnieciem oryginalnym, w znacznym
stopniu inspirujgcym do dalszych dociekan i spetnia wymagania okreslone w ustawie o Tytule
i stopniach naukowych. W zwigzku z tym przedktadam Wysokiej Radzie wydziatu Chemii
UMCS w Lublinie, wniosek o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Garbaczewskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.




