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Sposrad roslin z rodzaju lawenda (Lavandula L.) giéwnym obiektem badari naukowych, a
takze zastosowania w farmacji, kosmetyce/perfumerii czy przemysle spozywczym jest lawenda
waskolistna (Lavandula angustifolia Mill.). W krajach europejskich najwazniejszym surowcem
zielarskim wykorzystywanym z tej roéliny leczniczej jest kwiatostan bedacy bogatym Zrédiem
olejku eterycznego o udokumentowanym badaniami naukowymi dziataniu uspokajajgcym i
utatwiajacym zasypianie, a takie przeciwlekowym, przeciwzapalnym czy
przeciwdrobnoustrojowym. W ostatnich latach zwrécono takze uwage na zwigzki chemiczne,
ktore choé¢ nie s sktadnikami lawendowego olejku eterycznego, takie wystepuja w
kwiatostanach lawendy m.in. polifenole. Do tej pory w literaturze naukowej opisano przede
wszystkim dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne polifenoli wystepujacych w ekstraktach
pozyskiwanych z kwiatostanéw lawendy. W Polsce od kilku lat uprawiany jest oprdcz lawendy
waskolistne]j takze mieszaniec migdzygatunkowy - lawenda poérednia (Lavandula x intermedia

Emeric ex Loisel.). Ze wzgledu na popularnoé¢ zapachu lawendowego olejku eterycznego




opracowuje si¢ odmiany réznych gatunkdw Lavandula, ktére réinig sie pomiedzy sobg jako
chemotypy.

Do jednych z najbardziej popularnych roslin leczniczych w Polsce, oprécz lawendy
waskolistnej, nalezy takze dziurawiec zwyczajny (Hypericum perforatum L.). Surowcem
zielarskim dziurawca zwyczajnego jest ziele, w ktérym wskazuje sie naftodiantrony, pochodne
fluoroglucyny oraz polifenole jako zwigzki chemiczne odpowiedzialne za efekt leczniczy ziela. W
zaleznosci od uzytego ekstrahenta wyciagi z ziela dziurawca moga wykazywad dziatanie
przeciwdepresyjne (ekstrakty etanolowe), rozkurczowe w uktadzie pokarmowym (ekstrakty
wodne) czy regenerujace skdre (maceraty olejowe). W innych rejonach swiata rosng inne
gatunki z rodzaju Hypericum, ktére moga wykazywat podobny potencjat terapeutyczny jak
dziurawiec zwyczajny np. dziurawiec tuskowaty (H. prolificum L.) czy dziurawiec barwierski (H.

androsaemum L.).

Badania naukowe prowadzone nad sktadem chemicznym oraz wtasciwosciami
biologicznymi mato poznanych roélin dajg nadziejg na wyodrebnienie skutecznych surowcéw
zielarskich mogacych byé oreiem w walce z chorobami cywilizacyjnymi, w ktdrych jako czynniki
sprawcze bierze sie szczegdinie pod uwage stres oksydacyjny i zwigzany z nimi stan zapainy
(m.in. choroby uktadu krazenia, nowotworowe czy neurodegeneracyjne).

Zagadnieniem tym zajefa sie w swojej rozprawie doktorskiej mgr Natalia Dobros, ktéra
postanowita otrzymac ekstrakty z kwiatostanéw odmian 2 gatunkéw lawendy: lawendy
waskolistnej (odmiany Betty’s Blue, Elizabeth, Hidcote i Blue Mountain White) i lawendy
posredniej (odmiany Alba, Grosso i Gros Bleu) oraz z ziela 3 gatunkdw dziurawca: dziurawca
zwyczajnego, dziurawca tuskowatego i dziurawca barwierskiego, a nastepnie poddac je analizie
fitochemicznej i badaniom wtasnosci biologicznych.

Oceniana rozprawa doktorska mgr Natalii Dobros liczy 229 stron tekstu i sktada sie z 10
rozdziatdw. Przedstawione w rozdziale | cele rozprawy doktorskiej oraz koncepcja badan s3
przejrzyste, a zastosowane procedury doswiadczalne opisane w rozdziale Il umoiliwiaja
realizacje zatozonego celu pracy. Treéé pracy odpowiada tematowi okreélonemu w tytule.

W rozdziale I, ktéry stanowi Przeglad pi$miennictwa, Doktorantka m.in.
scharakteryzowata zgodnie z naukowa wiedzg botaniczng, fitochemiczna i fitofarmakologiczng
rosliny z rodzaju Lavandula L. i z rodzaju Hypericum L., ktére sg przedmiotem jej badan. Opisata

réwniez podstawowe tradycyjne i nowoczesne metody otrzymywania ekstraktéw roslinnych,
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metody analizy ich sktadu oraz procedury pozwalajagce na ocene dziatania biologicznego,
zwracajac szczegding uwage na badania aktywnosci antyoksydacyjnej in vitro, aktywnosci
przeciwzapalnej in vitro i wpltywu toksycznego w warunkach in vivo. Kazdy podrozdziat ,czesci
literaturowej”, co uwazam za bardzo cenne, wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z
kolejnym etapem badan przeprowadzonych przez Doktorantke.

Materiatem badawczym byly kwiatostany 4 odmian lawendy waskolistnej (Betty’s Blue,
Elizabeth, Hidcote i Blue Mountain White) oraz 3 odmian lawendy posredniej (Alba, Grosso i
Gros Bleu) zebrane w stadium paka z plantacji ,Przystanek Lawenda” (Borowiczki-Pienki) oraz
ziele dziurawca zwyczajnego, ziele dziurawca fuskowatego i ziele dziurawca barwierskiego
zebranych z Podlaskiego Ogrodu Ziotowego (Koryciny). Nadanie okazom numeréw
identyfikacyjnych przez Herbarium Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dato zielone
$wiatto do przeprowadzenia kolejnych etapéw badan, na ktére skiadajg sie nastepujace
eksperymenty:

1. dobér metody suszenia materiatu roslinnego pod wzgledem jak najwiekszej

zawartosci polifenoli,
2. wykonanie ekstraktow réznymi metodami (przy zastosowaniu réinej temperatury
ekstrakcji) tj. maceracji, dekokgji, ekstrakcji wspomaganej ultradZwiekami przy uzyciu
50% etanolu lub 70% metanolu oraz ekstrakcji nadkrytycznym CO,,

3. jako$ciowe i ilosciowe badania fitochemiczne na zawartosé polifenoli w otrzymanych
wczesniej ekstraktach
- spektroskopia absorpcyjna z zakresu UV-Vis do oceny catkowitej zawartosci
polifenoli, w tym flawonoidéw,
- metody chromatograficzne (HPLC i LC-MS) do okreslenia obecnosci i zawartosci
wybranych zwiazkdw,
- spektroskopia NMR do analizy sygnatéw diagnostycznych réznicujacych wybrane
ekstrakty na podstawie widm 2H i 13C NMR oraz korelacji homo- i heterojadrowych,

4. ocena wptywu wyciaggdw na réwnowage oksydacyjno-redukcyjng z wykorzystaniem

testow chemicznych, w tym metody DPPH (przy uiyciu spektroskopii EPR) i metody
FRAP (z uzyciem spektroskopii absorpcyjnej z zakresu UV-Vis),

5. badania wlasnosci biologicznych



— przeciwzapalnych, jako zdolnos¢ do inhibicji enzymu cyklooksygenaza-2 z
zastosowaniem spektroskopii fluorescencyjnej; zwigzkiem odniesienia byt celekoksyb
(selektywny inhibitor cyklooksygenazy-2),

- toksycznych w warunkach in vivo z wykorzystaniem zarodkéw danio pregowanego.

Otrzymane wyniki Doktorantka poddata analizie statystycznej (jednokierunkowej analizie
wariancji ANOVA i regresji wielorakiej, w tym analizie PCA).
Nalezy zwrdci¢ uwage na utrzymanie przez Doktorantke nalezytej kolejnosci, jaka powinna by¢
brana pod uwage w tego rodzaju projektach. Najpierw trzeba nabra¢ pewnosci co do tozsamosci
badanej rosliny, dalej przeanalizowaé¢ jej sktad chemiczny, a nastepnie dokonac aceny wtasnosci
fizykochemicznych i biologicznych.

Analizujagc w rozdziale IV uzyskane wyniki Doktorantka poréwnata je z dostepnymi
danymi literaturowymi, a nastgpnie wysuneta w rozdziale V stuszne wnioski. | tak, biorac pod
uwage wplyw metody suszenia surowca roslinnego na zawartoéé zwigzkéw chemicznych w
poéiniej otrzymanych ekstraktach mgr Natalia Dobros wykonata proby z zastosowaniem
liofilizacji, suszenia w inkubatorze oraz tradycyjnego suszenia ziela zebranego w peczki na
przyktadzie dziurawca zwyczajnego. Na podstawie analizy metoda Folina-Ciocalteu Doktorantka
stwierdzita, ze najwieksza catkowita zawarto$¢ polifenoli znajduje sie w materiale
liofilizowanym, dlatego tei te metode wykorzystata do suszenia materiatu roslinnego
wykorzystywanego do swoich dalszych badan.

W dalszym etapie badan Doktorantka wykazata, ze dla wszystkich badanych odmian 2
gatunkéw lawendy i 3 gatunkéw dziurawca najlepszg metody ekstrakcji polifenoli, czyli
zwigzkdw o charakterze antyoksydantéw, jest ekstrakcja wspomagana ultradiwiekami z
wykorzystaniem jako ekstrahentéw: 50% etanolu i 70% metanolu (zwtaszcza przy temperaturze
ekstrakeji wynoszacej 70°C). Natomiast ze wzgledu na proces gotowania w temperaturze 100°C
odwary nie charakteryzowaty sie zadawalajaca zawartoscig polifenoli. Takze w wyciggach
otrzymanych metodg ekstrakcji nadkrytycznym CO; zidentyfikowano przede wszystkim zwigzki
lipofilowe tj. kumaryne, herniaryne czy kwasy tiuszczowe.

Fitochemiczna analiza jakosciowa ekstraktéw otrzymanych z odmian obu gatunkéw
lawendy potwierdzita podobny profil zwigzkéw polifenolowych, jednak analiza ilo$ciowa
wskazata na réinice w obecnosci konkretnych polifenoli w zaleznoéci od odmiany lawendy.
Polifenole tj. kwasy fenolowe i flawonoidy obecne byly w ekstraktach pozyskanych z lawendy

waskolistnej, jednak ekstrakty z lawendy posredniej zawieraty przede wszystkim zwigzki z grupy
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kumaryn. W odmianie Betty’s Blue dominowat kwas rozmarynowy i moryna, w odmianie
Elizabeth i Hidcote — kwas rozmarynowy i glukozyd kwasu ferulowego, w odmianie Blue
Mountain White — glukozyd kwasu ferulowego, a w ekstraktach z odmian Alba, Grosso i Gros
Bleu stwierdzono przede wszystkim kumaryne i herniaryne.

W przypadku analizy fitochemicznej ekstraktu z ziela dziurawca tuskowatego
Doktorantka wykazata, ze dominuje w nim kwas chlorogenowy i hiperozyd, natomiast w
ekstrakcie z dziurawca barwierskiego w najwiekszej ilosci wystepuje kwas chlorogenowy, a w
ekstrakcie z dziurawca zwyczajnego - hiperozyd i rutozyd. Co ciekawe, catkowita zawartosé
polifenoli byta najmniejsza w zielu dziurawca zwyczajnego w pordownaniu do dziurawca
tuskowatego i dziurawca barwierskiego.

Wyniki powyiszych badan moga postuiy¢ w przysztosci do opracowania metody
identyfikacji oraz standaryzacji poszczegdlnych odmian lawendy waskolistnej i lawendy
posredniej oraz réznych gatunkdw dziurawca.

W dalszej kolejnosci sporzgdzone przez mgr Natalie Dobros ekstrakty postuiyty do
przeprowadzenia testow chemicznych pozwalajgcych na ocene ich aktywnosci antyoksydacyjne;j.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze kwas rozmarynowy i kwas kawowy odpowiadajg za aktywnos¢
antyoksydacyjng wiekszosci ekstraktow otrzymanych z lawendy. Z kolei aktywnosé
antyoksydacyjna ekstraktdw pozyskanych z dziurawca wynika z obecnodci kwasu
chlorogenowego i kwercytryny.

Kolejny etap badan wykazat, ze maceracja i ekstrakcja wspomagana ultradZwiekami z
wykorzystaniem 50% etanolu to najbardziej optymalne metody ekstrakcji zwigzkow
odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwzapalng. W wiekszosci badanych ekstraktéw z lawendy
moryna i kwas rozmarynowy to zwiazki wykazujace efekt przeciwzapalny, dla ekstraktéw z
dziurawca s3 to kwas chlorogenowy, hiperozyd i kwercetyna. Niestety wiasciwosci
przeciwzapalne wszystkich badanych ekstraktdw okazaty sie stabsze niz zwigzku odniesienia —
celekoksybu.

Dokonana przez Doktorantke ocena toksycznosci wybranych ekstraktéw pozwolita
wyznaczy¢ zakres stezer powodujacych oraz niepowodujacych zmiany rozwojowe u zarodkéw danio
pregowanego.

Przeprowadzone badania mgr Natalia Dobros podsumowata w rozdziale V, wskazujac

m.in., Ze zawarto$¢ polifenoli oraz aktywnos¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna otrzymanych



ekstraktéw zalezg od badanej przez Doktorantke odmiany lub gatunku rosliny, jak rowniez od
zastosowanej metody ekstrakcji.

Tekst pracy doktorskiej Doktorantka podparta piémiennictwem naukowym liczacym w
rozdziale IX ,Pidmiennictwo” az 226 pozycji literaturowych, ktére sa zwiazane z zakresem

podjetych badan i w zdecydowanej wigkszosci opublikowane po 2015 roku.

Co szczegdlnie warte podkreslenia:

1. W swojej rozprawie doktorskiej mgr Natalia Dobros jako pierwsza okreélita profil
zwigzkéw polifenolowych oraz aktywnosé antyoksydacyjng i przeciwzapalng 1 odmiany lawendy
waskolistnej — Hidcote i 2 odmian lawendy posredniej - Alba i Grosso oraz ocenita wiaéciwosci
antyoksydacyjne i przeciwzapalne ekstraktéw z dziurawca tuskowatego;

2. Rozprawa doktorska mgr Natalii Dobros jest obszerna, z duza iloscig
przeprowadzonych eksperymentéw, szczegdlnie z zakresu fitochemii, co niewatpliwie wymagato
od Doktorantki duzego nakfadu czasu na zaplanowanie, przygotowanie i przeprowadzenie
eksperymentSw oraz na przeanalizowanie obszernej ilosci uzyskanych wynikow;

3. Szczegétowa analiza statystyczna pozwolita na doktadna ocene wzajemnych zaleznosci
pomigdzy duzg liczbg uzyskanych wynikdw;

4. Uzyte metody badawcze oraz uzyskane wyniki badan sg bardzo dobrze i szczegbtowo
udokumentowane w rozdziale Ill i IV pracy. Wedtug rozdziatu VIi praca zawiera az 105 rysunkéw,
a w rozdziale VIl wymieniono 33 tabele. Ponadto tekst pracy zostat napisany w sposdb
zrozumiaty dla czytelnika, a sama praca jest bardzo estetyczna oraz jasno opracowana graficznie,

co utatwia analize duiej ilosci uzyskanych wynikéw.

Podsumowujgc, otrzymane przez mgr Natalie Dobros wyniki badan poszerzajg
dotychczasowq wiedzg o roslinach z rodzaju lawenda i rodzaju dziurawiec, mog3 by¢ wskazdwka
do przeprowadzenia kolejnych eksperymentdw, zwtaszcza farmakologicznych oceniajacych
mozliwos¢  zastosowania wybranych  ekstraktéw o jak  najwiekszym  potencjale
fitoterapeutycznym. Przedtoiona do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Dobros jest
oryginalna, nowatorska, naukowo atrakcyjna, ma charakter poznawczy oraz potencjat

aplikacyjny.



W trakcie czytania pracy doktorskiej mgr Natalii Dobros nasuwajg sie nastepujace

pytania, na ktdre prositabym odpowiedzie¢ podczas obrony pracy doktorskiej:

1.

Dlaczego z kwiatostandw lawendy oraz z ziela dziurawca wykonano odwary a nie napary?
Wiadomym jest przeciez, Zze na ogdt z kwiatow, lisci lub ziela sporzadza sie napary; stosunek
surowiec zielarski:woda = 1:10 (m/m). Natomiast odwary s3 sporzadzane gléwnie ze

zdrewniatych nadziemnych czesci rasliny, korzeni, nasion czy owocéw; stosunek j.w.

. Odwary nalezg do bardzo nietrwatych przetworéw zielarskich i powinny byé spoiyte do 12

godz. od sporzadzenia. Zatem jaki czas minat od wykonania odwaréw do przeprowadzenia

oznaczen fitochemicznych?

. Jaki jest DER dla uzyskanych ekstraktéw?

Przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo wysoko i z pelnym przekonaniem

stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Natalii Dobros spetnia warunki okreslone w Art.13 ust.

1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r., poz. 1789).

Wobec powyiszego mam zaszczyt zwrdci¢ sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk

Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o dopuszczenie mgr

Natalii Dobros do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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