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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Wioch

»Wpfyw ekstraktow z wybranych gatunkéw roslin na wiasciwosci

modelowych bfon biologicznych”

Zwigzki polifenolowe sg jedng z najbardziej rozpowszechnionych, biologicznie
czynnych grup substancji organicznych wystepujacych w $rodowisku przyrodniczym.
Ze wzgledu na obecno$¢ grup hydroksylowych oraz znaczne zréznicowanie
strukturalne tych zwigzkéw, m.in. zmienng liczbe pierscieni aromatycznych oraz
obecnos¢ roéznych grup funkcyjnych, substancje te wykazujg szerokie spektrum
dziatania w tym przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, przeciwmikrobiologiczne czy
przeciwmutagenne. Bogactwo polifenoli stwarza 6gromne mozliwosci ich
potencjalnego wykorzystania w postaci pojedynczych substancji oraz ich mieszanin
(ekstraktéw) w leczeniu lub wspomaganiu leczenia réznych schorzen, a takze

umozliwia ich zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym i innych.




Niezaleznie od niekwestionowanego korzystnego wptywu réznych polifenoli
oraz naturalnych mieszanin tych zwigzkéw na organizm cztowieka, nie mozna
wykluczy¢, iz niektore z nich, szczegolnie zastosowane w wysokich stezeniach, beda
powodowac niekorzystne efekty zdrowotne, co wymaga zbadania i w razie

koniecznos$ci uwzglednienia podczas ich zastosowania.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Wioch
Wplyw ekstraktéw z wybranych gatunkéw roslin na witasciwo$ci modelowych bton
biologicznych” zostata wykonana w Katedrze Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Promotorem pracy jest Prof. dr hab. Halina
Kleszczyriska, a promotorem pomocniczym dr Hanna Pruchnik. Badania realizowane
w ramach pracy doktorskiej byty finansowane ze $rodkéw dwédch projektow MNiSW
(N N305 337034 i N N304 173840), pt. ,Ochrona organizméw zywych przed wolnymi
rodnikami przez naturalne substancje polifenolowe” oraz ,Ochronny wplyw

ekstraktéw roslinnych na ukfady biologiczne narazone na promieniowanie UV’

Rozprawe doktorska stanowi cykl pieciu spojnych tematycznie prac
doswiadczalnych, przy czym trzy z nich opublikowane zostaty w czasopismach z listy
JCR. Jest to zgodne z obowigzujgcymi aktami prawnymi, tj.: Ustawg z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki oraz Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
3 pazdziernika 2014 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz

W postepowaniu o nadanie tytutu profesora.
W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg nastepujgce publikacje:

Wioch A., Bonarska-Kujawa D., Sarapuk J., Oszmianski J., Kleszczyriska H. (2009)
Antioxidative activity of baicalin and extract from Scullap and their influence
on erythrocytes membrane. Zeszyty Naukowe Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu, Biologia i Hodowla Zwierzat LVIII, 527, 171-178.

Wioch A., Oszmianski J., Sarapuk J., Kleszczynska H. (2012) The effect
of Hypericum perforatum extract on the properties of erythrocytes membrane. Journal
of Medicinal Plants Research 6, 3766-3772.




Wioch A., Kapusta |., Bielecki K., Oszmianski J., Kleszczynska H. (2013) Activity
of hawthorn leaf and bark extracts in relation to biological membrane. Journal
of Membrane Biology 246, 545-556.

Wioch A., Strugata P., Pruchnik H., Zytka R., Oszmianski J., Kleszczynska H. (2015)
Physical effects of buckwheat extract on biological membrane in vitro and its

protective properties. Journal of Membrane Biology 249, 155-170.

Pruchnik H., Wioch A., Zytka R., Oszmianski J., Kleszczyriska H. (2015) Interactions
of skullap (Scutellaria baicalensis Georgi) and buckwheat (Fagopyrum esculentum

Moench) extracts with lipid bilayers. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry
121, 475-484.

Catkowita warto$¢ wspoétczynnika oddziatywania publikacji wchodzacych
w zakres rozprawy doktorskiej wynosi 6,977, natomiast tgczna liczba punktéw prac
wedtug listy czasopism punktowanych MNiSW wynosi 81.

Poza spisem i kopiami powyzej wymienionych publikacji, Doktorantka
dofgczyta obszerny autoreferat, w ktorym zawarta streszczenie pracy w jezyku
polskim i angielskim, objasnienia stosowanych skrotow, wstep, stosowane metody,

wyniki i wnioski pracy doktorskiej, literature i Jej dorobek naukowy.

Do pracy doktorskiej zostat dotgczony réwniez zatacznik w postaci o$wiadczen
wspotautorbw o ich udziale procentowym w poszczegdlnych publikacjach.
Z zatgczonych o$wiadczen wspotautorow oraz informacji dotyczacych pracy
wykonanej przez kazdego z nich w zakresie realizacji badan i tworzeniu publikaci,
jednoznacznie wynika, iz udziat Pani mgr Aleksandry Wtoch w powstaniu doktoratu
byt wiodacy. Potwierdza to réwniez fakt, iz w czterech pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem, a w piatej drugim autorem. Brakuje mi jedynie pisemnego
o$wiadczenia Doktorantki, ktére w sposéb formalny porzgdkowatoby informacje o Jej

udziale procentowym w powstaniu poszczegélnych publikacii.

Celem pracy doktorskiej byta analiza ilosciowa, 'jak i jakosciowa polifenoli
obecnych w ekstraktach uzyskanych z réznych czesci wybranych gatunkéw roslin
(dziurawiec, gtég, gryka, tarczyca bajkalska) oraz okreslenie ich wptywu na
wiasciwoéci wybranych bton biologicznych w tym btone erytrocytu (w petni




funkcjonalnej komérki oraz jej tzw. cienia), liposoméw utworzonych z lipidéw
bfonowych oraz liposoméw utworzonych z jednego rodzaju lipidéw syntetycznych —
dimirystoilofosfatydylocholiny. Uzycie powyzej wymienionych modeli bton umozliwito
doktadng ocene oddziatywania zwigzkéw fenolowych na obszar hydrofilowy
i hydrofobowy bfony, a w szczegdlnosci ich wptywu na dynamike i uporzadkowanie
lipidéw. Co bardzo istotne, dobér modeli badawczych pozwolit takze ocenié
znaczenie fazy lipidowej w oddziatywaniach molekularnych polifenoli z btonami

biologicznymi.

Materiat badawczy stanowity ekstrakty polifenolowe pozyskane z kwiatow
dziurawca (Hypericum perforatum), kory i lisci gtogu (Cratageus oxycantha), tusek
i todyg gryki (Fagopyrum esculentum Moench) oraz tarczycy bajkalskiej (Scutellaria
baicalensis Georgi) pochodzacych z Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu.

Metody badawcze zostaty umiejetnie dobrane, umozliwiajgc przeprowadzenie
analiz niezbednych do uzyskania wynikéw dajgcych odpowiedz na postawiony cel
pracy. W pracy wykorzystano techniki chromatograficzne, spektroskopii UV-ViS,
mikroskopii optycznej i elektronowej, fluorymetrii, réznicowej kalorymetrii skaningowej
oraz absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni. Na uznanie zastuguje liczba
i réznorodno$¢ uzytych metod, co niewatpliwie $wiadczy o bardzo dobrym

opanowaniu warsztatu badawczego przez Doktorantke.

W opisie metody dotyczacej oznaczania stopnia peroksydaciji lipidéw
(3.1.1. Test TBARS) oraz w pracy, pt. ,Aktywno$¢ przeciwutleniajgca bajkaliny
I ekstraktu tarczycy bajkalskiej oraz ich wptyw na bfone erytrocytu” odnalaztem
pewng niescisto$¢. Doktorantka pisze, iz miarg stopnia utleniania lipidéw bfonowych
byto stezenie dialdehydu malonowego. W rzeczywisto$ci w metodzie tej oznaczano
absorbancje réznych produktéw peroksydaciji lipidéw w tym dialdehydu malonowego
(MDA), natomiast stopien utleniania lipidow przeliczany byt przy zastosowaniu

molowego wspotczynnika absorpcji dla MDA.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, Pani mgr Aleksandra Wioch formutuje
liczne wnioski: (1) Analiza ilosciowa i jako$ciowa wybranych ekstraktow wykazata, ze
sg one bogatym Zrédtem zwigzkéw polifenolowych, jednak najwiekszg ilosé
zwigzkéw polifenolowych posiada ekstrakt z tarczycy bajkalskiej, (2) Uzyte ekstrakty

sg aktywnymi przeciwutleniaczami, poniewaz skutecznie chronig lipidy btonowe




przed utlenieniem, jednak ich aktywnosc¢ zalezy od czynnika indukujgcego utlenienie
jak i metody badawczej. Niektore ekstrakty posiadajg wyzsza aktywnos$é niz Trolox®,
(3) Aktywno$¢ przeciwutleniajgca ekstraktow polifenolowych zalezy nie tylko
od zawarto$ci zwiazkéw polifenolowych, ale réwniez od ich rodzaju, (4) Badane
ekstrakty nie indukujg hemolizy krwinek czerwonych przy stezeniach stosowanych
w badaniach, czyli nie dziatajg destrukcyjnie na btone erytrocytow, (5) Badane
ekstrakty powodujg wzrost oporno$ci osmotycznej krwinek czerwonych w roztworach
hipotonicznych chlorku sodu, (6) Uzyte ekstrakty indukujg powstawanie echinocytéow,
co wskazuje, ze zwigzki polifenolowe zawarte w ekstraktach lokujg sie gtéwnie
w zewnetrznej monowarstwie lipidowej btony erytrocytow, (7) Ekstrakty gryki
wykazujg aktywnos$¢ przeciwzapalng, hamujac aktywno$é enzymu cyklooksygenzay
(COX-2), (8) Zwiazki polifenolowe zawarte w ekstraktach wigzg sie z czescia
hydrofilowg btony erytrocytéw, powodujgc wzrost nieuporzadkowania gtéwek
polarnych lipidéw, o czym $wiadczy zmiana wartosci uogolnionej polaryzacji (GP)
oraz wspétczynnika dichroizmu (R) i parametru uporzadkowania (S), (9) Zwigzki
polifenolowe zawarte w ekstraktach z gryki nie wnikajg do obszaru hydrofobowego
dwuwarstwy, o czym $wiadczy brak zmian anizotropii fluorescencji (A),
w przeciwienstwie do ekstraktu z dziurawca, ktéry powodowat wzrost ptynnosci btony,
(10) Ekstrakty z tarczycy bajkalskiej oraz z tusek i todyg gryki praktycznie nie
powodujg zmian temperatury gtébwnego przejscia fazowego liposomow
uformowanych z DMAC, co potwierdza ich lokalizacje w obszarze hydrofilowym

dwuwarstwy lipidowej jak wskazywaty na to wyniki uzyskane innymi metodami.

We wniosku dotyczacym hemolitycznego wptywu ekstraktéw na erytrocyty,
Doktorantka pisze, iz badane ekstrakty nie indukujg hemolizy krwinek czerwonych
przy stezeniach stosowanych w badaniach, czyli nie dziatajg destrukcyjnie na bfone
erytrocytow. Uwazam, ze druga cze$¢ wniosku nalezatoby pomingé, jest ona,
bowiem zbyt ogdlna i moze nie by¢ zgodna z rzeczywisto$cig w odniesieniu do

ekstraktow polifenolowych o wyzszych stezeniach niz te, ktére stosowano w pracy.

Mam réwniez pytanie do Doktorantki. Na stronie 35 swojego autoreferatu,
pisze Ona, iz. Wplyw ekstraktéw na btone biologiczng wykazat, ze zwigzki
polifenolowe zawarte w ekstraktach lokujg sie gtéwnie w czesci hydrofilowej bfony.
Mozna, zatem sgdzié, ze ich obecno$¢ w tym obszarze stanowi swoistg bariere

chronigcg btony biologiczne przed wolnymi rodnikami ograniczajgc ich dyfuzje do




wnetrza bfony. Ta niewatpliwie korzystna wtasciwo$¢ polifenoli mogtaby mieé
teoretycznie réwniez inne implikacje chociazby ze wzgledu na potencjalne
oddziatywanie tych substancji ze zwigzkami pozgdanymi dla komérki,
np. substancjami pokarmowymi czy sygnalizacyjnymi, ktére sg transportowane do
wnetrza erytrocytu lub z powodu wptywu polifenoli na aktywno$é enzyméw
btonowych w tym ATPazy i acetylocholinoesterazy. Czy wedtug Doktorantki, istnieje
taka mozliwos$¢, jaki moégtby byé kierunek takich interakcji i czy tego typu badania

w ogdle byty dotychczas realizowane?

Reasumujac, nalezy podkresli¢, iz mgr Aleksandra Wioch podijeta sie realizacji
interesujgcego i waznego tematu, za$ uzyskane wyniki mogg w przysztosci stanowié
podstawe do praktycznego wykorzystania badanych ekstraktéw polifenolowych

w medycynie, farmakologii, przemysle spozywczym czy kosmetologii.

Przedstawiona mi do oceny praca spetnia tym samym wymogi okreslone
w art. 16 i 17. Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65 z pdzniejszymi

Zmianami).

W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy mgr Aleksandry
Wioch i dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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