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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Nikolaichuk

pt: , Effect-Directed Analysis of Rhodiola Rosea L. based on Planar
Chromatography: the Search for Bioactive Components"

wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Ireny Chomy, prof.
UMCS

I promotora pomocniczego dr Marka Studzinskiego

przedstawionej
Wysokiej Radzie Instytutu Nauk Chemicznych Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej w Lublinie

Pragng ztozy¢ podzigkowania Wysokiej Radzie Instytutu Nauk Chemicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie za powierzenie mi zaszczytu recenzowania rozprawy
doktorskiej mgr Hanny Nikolaichuk zatytutowanej ,,Effect-Directed Analysis of Rhodiola
rosea L. based on Planar Chromatography: the Search for Bioactive Components”
przygotowanej w Katedrze Chromatografii Instytutu Nauk Chemicznych Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie pod kierunkiem promotor dr hab. Ireny
Chomy, prof. UMCS i jako promotora pomocniczego dr Marka Studzinskiego.

Ro$liny sg zrédlem zroznicowanych strukturalnie réznych grup zwigzkow czynnych
biologicznie - metabolitow wtornych, decydujacych o ich dziataniu i zastosowaniu w
lecznictwie. Ich obecnos$¢ determinuje dwie podstawowe wiasciwosci lekéw roslinnych —
synergizm i poliwalencje. Celem osiagni¢cia powtarzalnego efektu terapeutycznego lecznicze
produkty roslinne sa kontrolowane w zakresie zawartosci zwigzkow czynnych — standaryzacja,
jak 1 tych, ktére moga obniza¢ jako$¢ produktu ziolowego lub powodowaé dziatania

niepozadane. Wymagania jakosciowe odnoszace si¢ do wszystkich kategorii lekow roslinnych
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- tradycyjnych oraz o ugruntowanym zastosowaniu, nie obowigzujg w stosunku do pozostatych
kategorii produktow ziotowych — ziolowych suplementow diety, ziotowych produktow
spozywczych obecnych na rynku, i dostgpnych w sklepach zielarskich czy w sprzedazy
internetowej. Stanowi to duze zagrozenie dla zdrowia, gtdéwnie konsumentéw tych produktow.

Produkty lecznicze roslinne zarowno tradycyjne jak i o ugruntowanym zastosowaniu, maja
potwierdzong skutecznos$¢ i bezpieczenstwo stosowania, w oparciu o badania naukowe —
farmakognostyczne, farmakologiczne, biochemiczne czy z obszaru biologii molekularnej i
badania kliniczne, w tym przeglady systematyczne i meta-analizy. Ponadto prowadzone w
stosunku do znanych i stosowanych juz leczniczych produktow roslinnych, nowe badania
kliniczne, uwzgledniajace wyniki badan eksperymentalnych, pozwalaja na poszerzenie ich
zakresu wskazan klinicznych.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska wpisuje si¢ w te obszary badawcze -
poszukiwanie nowych kierunkow aktywnosci dla znanych juz i wykorzystywanych leczniczo
surowcow roslinnych, oraz oceng ich skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania.

Prace doktorskg mgr Hanny Nikolaichuk stanowi cykl 5 prac eksperymentalnych
opublikowanych w recenzowanych czasopismach w latach 2019-2023 o tacznej wartoSci
wspoélczynnika wptywu [F2021 — 15.882, i punktacji MEIN 2021 460, mianowicie
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oraz 1 pracy przegladowej, stanowiagcej rozdzial w ksigzce J.M. Choma, H. Nikolaichuk, TLC-
bioprofiling - A tool for quality evaluation of medical plants, in: Pulok Mukherjee (Ed.) Evidence-based
validation of herbal medicine. Translational research on botanicals. Second edition, Elsevier 2022,
pp. 407-422 (IF-; pkt. MEIN: 20). Wigkszo$¢ czasopism w ktorych zostaty opublikowane wyniki prac
Doktorantki nalezy do kwartyla 2, a jedna do kwartyla 1, co potwierdza wysoka warto$¢ naukowa
przedstawionej dysertacji.

We wszystkich pracach eksperymentalnych Doktorantka jest pierwsza autorka, natomiast w
rozdziale w ksigzce, koncentrujacym si¢ na zagadnieniach zwigzanych z bioprofilowaniem TLC
jako narzgdziem do oceny jakosci roslin leczniczych, ,stanowigcym bardzo dobre odniesienie do
podjetej tematyki badawczej, jest drugim w stosunku do pozostatych. Do rozprawy dotaczono
o$wiadczenia wszystkich wspotautorow (6 wspotautorow) publikacji objetych cyklem, okreslajace
ich udzial w pracach. Doktorantka opisata swoj wktad jako gléwny lub rowny, w porownaniu do
pozostatych wspoétautorow, w nastgpujacych obszarach: sformulowanie problemu naukowego,
planowanie eksperymentow i metodologii badan, przeprowadzenie analizy danych, interpretacja
rezultatow, przygotowanie pierwszego draftu manuskryptu oraz finalizacje¢ manuskryptu i jego
wystanie do czasopisma. Na tle przedstawionych i zalagczonych pozostatych deklaracji, udziat
Doktorantki mozna uznaé¢ za wiodacy.

Przedmiotem badan Doktorantki jest znany jako adaptogen w medycynie tradycyjnej
Wschodu rozeniec lekarski — Rhodiola rosea L. (Crassulaceae), a tworcami opatentowanego,
standaryzowanego m. in. na rozawiny czy salidrozyd, wyciagu z korzeni/klaczy - ekstraktu
WS® 1375, rejestrowanego w Europe jako produkt leczniczy roslinny z bardzo duzg liczba
badan klinicznych, sg niemieccy naukowcy. Skiad chemiczny surowca w zakresie zwigzkow
determinujacych jego zastosowanie w lecznictwie jest w duzym stopniu rozpoznany.
Przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji eksperymenty chromatograficzne, z uzyciem
glownie chromatografii planarnej, wnosza nowe informacje na temat aktywnych biologicznie
zwigzkow, jako sktadnikow chemicznych R. rosea, poprzez otrzymanie roznych bioprofili TLC
wyciaggdbw z surowca, z zastosowaniem ukierunkowanych 1 nieukierunkowanych na efekt
testow biologicznych i odczynnikow wywolujacych. Autorka z uzyciem bioautografii ocenita
aktywno$¢ biologiczng sktadnikow fitochemicznych surowca (pojedynczych - rozawiny,
rozaryny, rozyrydyny, wirydozydu i rozyny, rodiolozydu D, salidrozydu, p-tyrozolu,
hydrochinonu, kwasu palmitynowego i stearynowego, jako wyselekcjonowanych sktadnikow
ekstraktow - przetworéw poprzez oznaczenie hamowania aktywnosci enzymatycznej a-
glukozydazy, B-glukuronidazy, o—amylazy, lipazy i tyrozynazy, butyrylocholinoesterazy
(BChE), acetylocholinoesterazy (AChE). Oznaczyta rowniez z uzyciem testow planarnych

potencjat antyoksydacyjny (test DPPH) wyciagow z rdézenca, ktory jest 1 stanowi element



dziatania przeciwzapalnego ekstraktéw i1 zwigzkow pochodzenia roslinnego. Aktywno$¢
hamujaca oksydazg ksantyny nie zostata potwierdzona przez Autork¢ w odniesieniu do
przetworéw z rozenca, jako potencjalnie blokujacych wytwarzanie kwasu moczowego.
Scharakteryzowata przeciwdrobnoustrojowe efekty wobec szczepoéw bakterii Gram-ujemnych
Allivibrio fischeri i Gram-dodatnich Bacillus subtilis, potencjalng aktywno$¢ hormonalng —
estrogenowg i androgenowa oraz genotoksyczno$¢ Do identyfikacji zwigzkéw — sktadnikow
przetwordéw z rdzenca o wykazanej aktywnosci uzyla stosowanych powszechnie w badaniach
fitochemicznych chromatograficznych metod sprzezenia - off- line HPLC-ESI-MS, jak réwniez
HPTLC-HPLC-HESI -HRMS online z mikropreparacja sktadnikéw stref na chromatogramach
TLC wykazujacych badang aktywno$¢ biologiczng. Umozliwito to identyfikacje okoto 29
sktadnikow badanych substancji roslinnych, z grupy fenylopropanoidéw, flawonoidow,
kwasow fenolowych i alkoholi, kwaséw tluszczowych, cukrow i innych. Przeprowadzenie
testow bylo mozliwe poprzez optymalizacje warunkow rozdzielenia metodg TLC sktadnikow
przetworow z rozenca. Jakkolwiek nalezy zauwazy¢, ze TLC jest technikg o stabszej
sprawnosci 1 efektywnosci separacji niz HPLC w analizie zlozonych matryc pochodzenia
ros$linnego. Na podstawie przeprowadzonych testow ukierunkowanych na efekt (biologiczny)
mozna wnioskowaé, ze wzbogacone w te zwigzki ekstrakty z r6zenca mogg znale$¢ potencjalne
zastosowanie w terapii zespotu metabolicznego, cukrzycy, chorob demencyjnych i in. W toku
prac, przeprowadzila ocen¢ jakoSciowa 1 ilosciowg podstawowych zwigzkoéw czynnych
surowca - rozawiny, salidrozydu i p-tyrozolu z wykorzystaniem HPLC-DAD i *H NMR, przy
czym obecno$¢ rozawiny wykazata tylko w trzech badanych materiatach roslinnych, natomiast
salidrozydu i p-tyrozolu tylko u czterech z siedmiu badanych. Nasuwa si¢ pytanie, dlaczego
Autorka nie przeprowadzila petnej walidacji opracowanej metody ilosciowego oznaczania. W
oparciu o wypracowane procedury wykazata stabg jakos¢, dostepnych na rynku, produktéw z
rozencem o charakterze suplementow diety i innych. Ambitnie zaplanowane i zrealizowane
zadania badawcze, przeprowadzenie wielu réznorodnych testow aktywnos$ci biologiczne;,
badania identyfikacyjne z wykorzystaniem spektrometrii mas i magnetycznego rezonansu
jadrowego wymagato od Doktorantki bardzo duzego naktadu pracy, podjecia i utrzymywania
wspotpracy z wieloma osrodkami naukowymi, w tym m.in. z prof. dr hab. Gertrudg Morlock —
kierownikiem Food Science w Institute of Nutritional Science Uniwersytetu Justusa Liebiga w
Giessen (Niemcy). Niewatpliwie, w ukierunkowaniu poczynan badawczych Doktorantki,
ogromne znaczenie mialy do§wiadczenie naukowe promotora pracy, dr hab. Ireny Chomy, prof.
UMCS 1 jej kontakty oraz wspotpraca z najwybitniejszymi europejskimi specjalistami w

obszarze chromatografii planarnej.



Doktorantke bardzo pozytywnie charakteryzuje jej dorobek spoza realizacji pracy doktorskiej,
jest ona wspotautorka jeszcze 4 prac eksperymentalnych opublikowanych (3)/ oraz w trakcie
druku (1) na tamach takich czasopism jak Molecules (2), Food chemistry (1), Food control (1),
znajdujacych sie¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Ponadto jest autorkg i wspotautorka
41 doniesien zjazdowych, w duzej czesci stanowigcych prezentacje ustne wygloszone na
konferencjach zagranicznych jak i krajowych. Odbyta 6- miesi¢czny staz naukowy w Justus
Liebig University Giessen (Giessen, Germany), w ramach ktérego wykonywata eksperymenty
zwigzane Z realizowanym tematem badawczym. Uczestniczyta w dwoch szkotach
letnich - Summer School in Pharmaceutical Analysis (Bologna, Italy) i UMCS Summer School for
PhD Students (Lublin, Poland). Ponadto bierze udziat w realizacji projektu ,,Identyfikacja
lipidomicznych biomarkeréw rozpoznawania autentycznosci olejow jadalnych wsparta
profilowaniem DSC i chemometrig" Grant OPUS 16 2018/31/B/NZ9/02762. Doktorantka posiada
umiejetnos¢ pracy w interdyscyplinarnych zespotach naukowych, zarowno z osrodkow krajowych:
(Katedra Mikrobiologii Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Katedra Chemii
Fizycznej i Katedra Chemii Organicznej Wydziatu Chemii UMCS w Lublinie) jak i zagranicznych
(Chair of Food Science, Institute of Nutritional Science, Justus Liebig University Giessen,
Giessen, Germany).

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana z bardzo duza starannos$cig i
nie odnotowatam w niej od strony redakcyjnej i edytorskiej obecnosci jakichkolwiek btedow.
Zawarte na 4 stronach krotkie wprowadzenie teoretyczne do rozprawy, nakresla tto podjetej
tematyki badawczej, charakteryzujac: aktualny stan wiedzy o produktach ziotowych, badany
gatunek, w zakresie znaczenia leczniczego, technik¢ TLC , w tym chemiczne i biologiczne
profilowanie z rozszerzeniem detekcji ukierunkowanej na efekt (effect- directed detection
EDD) i techniki sprzezenia TLC (TLC-MS, TLC-NMR). Cel pracy zostal precyzyjnie
okreslony, jako poszukiwanie bioaktywnych zwigzkow Rodiola rosea z zastosowaniem
ukierunkowanej na efekt analizy opartej na separacjach osigganych technikg chromatografii
planarnej. W kolejnych czgsciach, Doktorantka przedstawita metodyke badawcza, omowienie
wynikow (18 stron) , wnioski koncowe i streszczenie.

Rozprawa doktorska mgr Hanny Nikolaichuk spetnia wymogi formalne i warunki
okreslone w Ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20.07.2018r. (dziat V,
rozdzial 11 2, art. 186,187 pkt.1-4). Na tej podstawie wnioskuje do Wysokiej Rady Instytutu
Nauk Chemicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie 0 dopuszczenie
mgr Hanny Nikolaichuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie bedac

przekonang o wysokiej warto$ci naukowej przedstawionej dysertacji, jej wkiadu w rozwo;j



wiedzy o produkcie ziotowym, w tym szczegdlnie badan jego jakoSci oraz poszukiwan

nowych zastosowan w oparciu o badania aktywnosci biologicznej, oraz uwzgledniajac
caloksztalt dorobku naukowego Doktorantki, wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskie]

mgr Hanny Nikolaichuk.
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