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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Wloch pt.

., Wplyw ekstraktow z wybranych gatunkéw roslin na wlasciwosci modelowych blon
biologicznych”

Podstawg rozprawy doktorskiej jest pie¢ opublikowanych prac, w tym trzy w czaso-
pismach z listy JCR:
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W czterech z wymienionych prac mgr Aleksandra Wloch jest pierwszym autorem.
Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautorow procentowy udzial Doktorantki w poszcze-
g6Inych pracach jest dominujgcy. Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej sa
monotematyczne i bazujg na badaniach doswiadczalnych, wykonanych w inter-
dyscyplinarnym zespole naukowcow. Tematem wigzacym te prace jest wplyw

ekstraktow z wybranych roslin na wiasciwosci bton biologicznych i modelowych.



Na rozprawe doktorskg skiadaja si¢ wymienione publikacje wraz ze szczegélowym omdwieniem
stosowanych materiatébw, metod i uzyskanych wynikéw. Rozprawe konczy 10 szczegétowych
wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych badan, co pozwala stwierdzi¢ iz cel rozprawy zostat
osiagniety. Ponadto do rozprawy dotaczono oswiadczenia wspotautoréw na temat ich udziatu
w poszczegdlnych pracach. Catosé poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim.
Godny uwagi jest takze dorobek naukowy Doktorantki, na ktory skfada si¢ 9 publikacji naukowych
(nie uwzgledniajgc prac stanowigcych rozprawe) oraz 33 komunikaty konferencyjne (w tym 6
konferencji zagranicznych).

W ramach rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Wloch przedstawita cykl publikacji, ktérych
tematem przewodnim s3a badania wptywu ekstraktow z roéznych czesci wybranych rodlin,
wykazujgcych znaczgce aktywnosci biologiczne, z ktérych warto wymieni¢: przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwalergiczne, przeciwnowotworowe oraz regulujgce pracg
ukladu pokarmowego, krazenia i moczowego. We wszystkich tych przypadkach badane substancje,
zawarte w ekstraktach, w pierwszej kolejnosci napotykaja barier¢ stanowiong przez blony
cytoplazmatyczne komorek. Zatem, aby oceni¢ ich aktywnos$¢ biologiczng, nalezy zastosowac
techniki badawcze pozwalajace przyblizy¢ molekularne mechanizmy odpowiedzialne za obserwowane
efekty. Ich poznanie powinno prowadzi¢ do lepszego, bardziej optymalnego, skutecznego
i racjonalnego zastosowania badanych preparatow.

Rodliny, z ktérych badano ekstrakty, to powszechnie znane: dziurawiec, glég, gryka czy
tarczyca bajkalska. Nalezy w tym miejscu podkreslic, ze materialem badawczym sg tu oprocz
weczesdniej stosowanych czesci wymienionych roslin np. kwiaty dziurawca, takze te ktore wczesniej nie
stanowily przedmiotu intensywnych badan, jak: tuski i fodygi gryki czy tez kora i liscie glogu. Istotne
jest réwniez to, ze temat ktorym zajeta si¢ Doktorantka wpisuje si¢ w rozwijane obecnie techniki
tworzenia zywnosci funkcjonalnej, majacej takze olbrzymie znaczenie w profilaktyce wielu schorzen.

Doktorantka pracujgc w interdyscyplinarnym zespole naukowym zapoznala si¢ z wieloma
technikami badawczymi, ktore zostaly wykorzystane w realizacji tematu, bedacego przedmiotem
niniejszej rozprawy. Przed rozpoczgciem zasadniczych badan nalezalo wyizolowac i scharakteryzowac
uzyskane ekstrakty. Pozwolito to Doktorantce zapozna¢ si¢ z metodami izolacji, oczyszczania, oceny
jakosciowej i ilosciowej (wysokowydajna chromatografia cieczowa, chromatografia cieczowa
sprz¢zona z detektorem masy).

Koncentrujgc si¢ na technikach pozwalajacych oceni¢ efekty biologiczne nalezy wymienic,
zaczynajac od mikroskopii optycznej i elektronowej, dzigki ktérym analizowata zmiany ksztattu
erytrocytow poddanych dziataniu badanych ekstraktow. Wazng technika stosowang w Jej badaniach
jest spektroskopia w zakresie widzialnym. Tu godny podkreslenia jest szeroki zakres stosowania tej
techniki w badaniach: aktywnos$ci hemolitycznej oraz opornosci osmotycznej erytrocytéw (analiza
iloéci uwolnionej hemoglobiny), aktywno$ci przeciwutleniajacej (test TBARS — wykrywajacy
produkty utlenienia lipidow, test z gaszeniem aktywnosci barwnego kationorodnika ABTS™),



aktywnosci przeciwzapalnej (Sledzenie aktywnosci enzymu prozapalnego cyklooksygenazy 2).
Badania spektroskopowe w zakresie ultrafioletu pozwolily sledzi¢ tworzenie dienéw sprzezonych
bedacych miarg utleniania lipidow. Wazna technika stosowang w badaniach Doktorantki jest takze
spektroskopia fluorescencyjna, za pomoca ktorej sledzita proces hamowania utleniania lipidéw przez
ekstrakty roslinne (stosujac sonde¢ DPH-PA) oraz plynnos¢ i uporzadkowanie lipidow tworzacych
blony (sondy: DPH, TMA-DPH, Laurdan, merocjanina). List¢ stosowanych metod
spektrofotometrycznych, bedacych podstawa warsztatu naukowego Doktorantki, domyka
spektroskopia podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR) pozwalajaca bada¢ probki na poziomie
oddziatywan promieniowania z zakresu podczerwieni z okreslonymi grupami funkcyjnymi. Wazng
technikg badawczg, ktora znalazla takze zastosowanie w realizacji tematu rozprawy, jest roznicowa
kalorymetria skaningowa. Technika ta pozwolita zbada¢ wptyw ekstraktow roslinnych na przejscia
fazowe modelowych blon lipidowych.

Podsumowujac nalezy stwierdzic, ze Doktorantka realizujac temat swojej rozprawy doktorskiej
znacznie wzbogacila swoj warsztat badawczy co bardzo dobrze rokuje na dalsza Jej dzialalnosc

naukowa.

Analizujac rozprawe doktorskg Pani mgr A. Wiloch nasungto mi si¢ kilka uwag. W opisie
rozprawy w jezyku polskim mozna znalez¢ kilka, powszechnie stosowanych skrétéw myslowych,
ktore z jezyka naukowego powinny by¢ eliminowane, np. ,spadek catkowitego cholesterolu..”,
~emitujgca fluorescencje...” , ,Intensywnosci fluorescencji emitowane...” czy ,,...ich aktywnos¢

zalezy od czynnika indukujgcego utlenianie jak i metody badawczej.”

Ocena ochrony lipidéw przed utlenieniem za pomocg ekstraktu z tarczycy bajkalskiej,
przeprowadzona zostata za pomocg reakcji produktow utlenienia z kwasem tiobarbiturowym (TBA).
Miarg utlenienia jest wzrost absorbancji swiatla o dlugosci fali 535nm. Wielu autoréw, w tym
i Doktorantka wskazuje na reakcj¢ dialdehydu malonowego z kwasem TBA. W tym miejscu
chciatbym si¢ podzieli¢ uwaga na temat produktéw utlenienia kwasu linolowego. Po 24 godzinach
naswietlania promieniowaniem UVA+UVB probki kwasu linolowego nie wykryto (technikag HPLC)
finalnego produktu utlenienia jakim jest dialdehyd malonowy (nie mniej jednak w miarg uptywu czasu
utleniania przybywato produktu reakcji TBA z ktéryms z produktéw utlenienia). Proces utleniania
lipidow jest ztozony i wieloetapowy. Moze warto przeprowadzi¢ badania wyjasniajace to zagadnienie.
W zwigzku z powyzszym, chcialbym zacheci¢ Doktorantk¢ do zapoznania si¢ z innymi metodami
chemii analitycznej $ledzenia produktow utleniania lipidow. Tu, jednak nalezy podkresli¢, ze
Doktorantka doskonale opanowata spektroskopowe metody badania tego procesu zaréwno poprzez
produkty utleniania kwasu linolowego (pomiar st¢zenia diendw sprzezonych) jak i posrednio,
oznaczajgc spadek aktywnosci chemicznych czynnikéw utleniajgcych w obecnosci ekstraktow
roslinnych (gaszenie kationorodnika ABTS™ oraz zmiana aktywnosci rodnikéw alkilowych
powstatych z AAPH).



Aktywnosé przeciwzapalng badanych ekstraktow Doktorantka zbadata poprzez zmiany
aktywnosci enzymu cyklooksygenazy 2 w obecnosci wyekstrahowanych zwigzkow. Twierdzi, ze
enzym ten uczestniczy w syntezie mediatorow odpowiedzi zapalnej: prostaglandyn i leukotriendw.
Miarg aktywnosci tego enzymu jest zmiana absorbancji fali o diugosci 611nm. Jednakze brakuje

informacji, ktory ze sktadnikéw mieszaniny inkubacyjnej wykazuje charakterystyczng absorbancje.

Badania kalorymetryczne prowadzone byly na liposomach utworzonych z DMPC (14 atoméw
wegla). Co stanowito podstawe wyboru tego lipidu? Temperatura gléwnego przejscia fazowego blony

utworzonej z DMPC jest istotnie nizsza od temperatury fizjologicznej cztowieka.

Badane ekstrakty zawierajg mieszaning wielu zwigzkow, wsrod ktorych dominujg zwigzki
polifenolowe. Uzasadnione jest zatem prowadzenie wstgpnych badan aktywnosci biologicznej tych
mieszanin, jednakze w przypadku pozytywnych rezultatéw, nastgpnym krokiem powinna by¢ proba
wyizolowania poszczegélnych sktadnikow (lub uzycie syntetycznych analogéw), aby okresli¢ ich
oddziatywania na poziomie molekularnym. Czy w przypadku badanych ekstraktow jest to mozliwe,

czy tez istniejg jakie$ ograniczenia i trudnosci?

Aby w pelni oceni¢ znaczenie prozdrowotne badanych ekstraktéw, wazna jest ocena stgzenia
tych zwigzkéw w badaniach in vivo. W tym momencie chcialbym zapyta¢ Doktorantke o oceng
mozliwosci prowadzenia tego typu badan? Jakie ilosci ekstraktéw nalezy spozy¢ aby uzyskac ich

stezenia w osoczu krwi zblizone do zakresu st¢zen stosowanych w badaniach in vifro?

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa zawiera wazne aspekty
poznawcze a uzyskane wyniki majg potencjal aplikacyjny w przemys$le farmaceutycznym,
kosmetycznym oraz spozywczym.

Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa spelnia warunki zawarte w art. 16 i 17
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(14.03.2003; Dz. U. nr 65 z pOzniejszymi zmianami) dlatego wnosz¢ do Rady Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr

Aleksandry Wloch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, dnia 16 wrzesnia 2016 dr hab. Krystian Kubica
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