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Recenzja nozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Woch pt.

,,Wplyw ekstrakt6w z wybranych gatunkdw roilin na wla5ciwo5ci modelowych blon
biologicznych"

Podstaw4 rozprawy doktorskiej jest pigd opublikowanych prac, w tym trzy w czaso-
pismach z listy JCR:
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(Fagopyrum esculentum Moench) extracts with lipid bilayers. Journal of
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W czterech z wymienionych prac mgr Aleksandra Wloch jest pierwszlrm autorem.

Zgodnie z o$wiadczeniami wspolautor6w procentowy udzial Dokf,orantki w poszcze-

g6lnych pracach jest dominuj4cy. Prace stanowi4ce podstawg rozprawy doktorskiej s4

monotematycxrc i b^iq na badaniach dofwiadcralnych, wykonanych w inter-

dyscyplinarnym zespole naukowc6w. Tematem wiqz4cym te prace jest wptyw

ekstrakt6w z wybranych roSlin nawlaiciwoSci blon biologicmych i modelowych.
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Na rozprawg doklorsk4 skladaj4 sig wymienione publikacje wraz ze szczngttlowym om6wieniem

stosowanych material6w, metod i uzyskanych wynik6w. Rozprawg koriczy 10 szczeg6lowych

wniosk6w wynikaj4cych z przeprowadzonych bada6, co pozwala stwierdzid i cel rozprawy zostal

osi4gnigty. Ponadto do rozprawy dol4czono oSwiadczenia wspolautor6w na temat ich udzialu

w poszczeg6lnych pracach. Calo$6 poprzedzona jest streszczeniem w jqzyku polskim oraz angielskim.

Godny uwagi jest takze dorobek naukowy Doktorantki, na kt5ry sklada sig 9 publikacji naukowych

(nie uwzglgdniaj4c prac stanowi4cych rozprawg) oraz 33 komunikaty konferencyjne (w tym 6

konferencj i zagranicznych).

W ramach rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Wloch przedstawila cykl publikacji, kt6rych

tematem przewodnim s4 badania wplywu ekstrakt6w z r62nych czgSci wybranych roSlin,

wykazuj4cych znaczqce aktywnoSci biologiczne, z kt6rych warto wymienii: przeciwz,apalne,

przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwalergicme, przeciwnowotworowe oraz reguluj4ce pracg

ukladu pokarmowego, kr4Zenia i moczowego. We wszystkich tych przypadkach badane substancje,

za'warte w ekstraktach, w pierwszej kolejno(ci napotykajq barierg stanowion4 pnzez blony

cytoplazmatycme kom6rek. Zatem, aby ocenid ich aktywno$6 biologiczn4, naleiry zastosowad

techniki badawcze pozwalaj4ce plzybliiryi molekularne mechanizmy odpowiedzialne za obserwowane

efekty. Ich pomanie powinno prowadzid do lepszego, bardziej optymalnego, skutecznego

i racjonalnego zastosowania badanych preparat6w.

Ro5liny, z kt6rych badano ekstrakty, to powszechnie znane: dziurawiec, 9168, gryka czy

tarcryca bajkalska. Nale2y w fym miejscu podlaeSlid, ze materialem badawczym s4 tu opr6cz

wcze$niej stosowanych czgfci wymienionych ro$lin np. kwiaty dziurawca, tak2e te kt6re wczeSniej nie

stanowily przedmiotu intensywnych badari, jak: fuski i lodygi gryki czy teZ kora i li$cie glogu. Istotne

jest r6wniei to, 2e temat kt6rym zajgla sig Doktorantka wpisuje sig w rozwijane obecnie techniki

tworzenia ZywnoSci funkcjonalnej, maj4cej talcZe olbrzymie nleiczenie w profilaktyce wielu schorzefi.

Doktorantka pracuj4c w interdyscyplinarnym zespole naukowym zaponnla sig z wieloma

technikami badawczymi, kt6re zostaly wykorzystane w realizacji tematu, bgd4cego przedmiotem

niniejszej ro?prawy. Przed rozpoczgciem zasadniczych badari nalezalo wyizolowad i scharakteryzowaf

uzyskane ekstrakty. Pozwolilo to Dokf,orantce zapomaf sig z metodami izolacji, oczyszczania, oceny

jakoiciowej i ilo5ciowej (wysokowydajna chromatografia cieczowa, chromatografia cieczowa

sprzgZona z detektorem masy).

Koncentruj4c sig na technikach pozwalaj4cych ocenii efekty biologiczne naleiry wymienii,

zaczynaj4c od mikroskopii optycznej i elektronowej, dzigki kt6rym analizowala zmiarry ksztattu

erytrocyt6w poddanych dzialaniu badanych ekstrakt6w. Waznq technik4 stosowan4 w Jej badaniach

jest spekfroskopia w zakresie widzialnym. Tu godny podlaeflenia jest szeroki zakres stosowania tej

techniki w badaniach: aktywno3ci hemolitycmej oraz opornoSci osmotycznej erytrocyt6w (analiza

iloSci uwolnionej hemoglobiny), aktywnofci pneciwutleniaj4cej (test TBARS - wykrywaj4cy

produkty utlenienia lipid6w, test z gaszeniem aktywnoSci barwnego kationorodnika ABTS.),



aktywno{ci przeciwzapalnej (Sledzenie aktywnoSci enzymu prozapalnego cyklooksygenazy 2).

Badania spektroskopowe w zakresie ultrafioletu pozwolity Sledzid tworzenie dien6w sprzg2onych

bgd4cych miar4 utleniania lipid6w. Wazn4 technik4 stosowan4 w badaniach Doktorantki jest takze

spektroskopia fluorescencyjna, za pomoc? kt6rej Sledzila proces hamowania utleniania lipid6w przez

ekstrakty roSlinne (stosuj4c sondg DPH-PA) oraz ptynnoSi i uporz4dkowanie lipid6w tworz4cych

blony (sondy: DPH, TMA-DPH, Laurdan, merocjanina). Listg stosowanych metod

spektrofotometrycznych, bgd4cych podstaw4 warsdatu naukowego Doktorantki, domyka

spektroskopia podczerwieni z transformat4 Fouriera (FTIR) pozwalaj4ca badat pr6bki na poziomie

oddziatywan promieniowania z zakresu podczerwieni z okreSlonymi gnrpami funkcyjnymi. Wa2n4

technik4 badawcz4 kt6ra znalazNa tak,&e zastosowanie w realizacji tematu ro?prawy, jest r62nicowa

kalorymetria skaningowa. Technika ta pozwolila zbadaf wplyw ekstrakt6w rodlinnych na przejdcia

fazowe modelowych blon lipidowych.

Podsumowuj4c nalezy stwierdzid, ze Doktorantka realizuj4c temat swojej rozprawy doktorskiej

macnrie wzbogacila sw6j warsztat badaurczy co bardzo dobrze rokuje na dalszq Jej dzialalnoid

naukow4.

Analizuj4c rozprawg doktorskq Pani mgr A. Wloch nasunglo mi sig kilka uwag. W opisie

rozprawy w jgzyku polskim mo2na znale26 kilka, powszechnie stosowanych skr6tdw my3lowych,

kt6re z iEryka naukowego powinny byi eliminowane, np. 
-spadek 

calkowitego cholesterolu..",

,,emituj4ca fluorescencjQ..." , ,,Intens1'rrwro5ci fluorescencji emitowane.--" czy ,,...ich aktywnoSd

zalety od czynnika indukuj4cego utlenianie jak i metody badawczej."

Ocena ochrony lipid6w przed utlenieniem za pomoc4 ekstraktu z tarczycy bajkalskiej,

przeprowadzona zostala za pomoc4 reakcji produkt6w utlenienia z kwasem tiobarbiturowym (TBA).

Miar4 utlenienia jest wzrost absorbancji $wiatla o dlugo{ci fali 535nm. Wielu autor6w, w tym

i Doklorantka wskazuje na reakcjg dialdehydu malonowego z kwasem TBA. W t)'m miejscu

chcialbym sig podzielid uwag4 na temat produkl6w utlenienia kwasu linolowego. Po 24 godzinach

naSwietlania promieniowaniem UVA+UVB pr6bki kwasu linolowego nie wykryto (technik4 HPLC)

finalnego produktu utlenienia jakim jest dialdehyd malonowy (nie mniej jednak w miarg uptywu czasu

utleniania przybywalo produktu reakcji TBA z kt6rym5 z produkt6w utlenienia). Proces utleniania

Iipid6w jest zloirony i wieloetapowy. Mo2e warto przeprowadzii badania wyjaSniajEce to zagadnienie.

W zwi4zku z pov,tyilszym, chcialbym zachgcii Doktorantkg do zapoznania sig z innymi metodami

chemii analitycznej Sledzenia produkt6w utleniania lipid5w. Tu, jednak naleiry podkre5li6, ze

Doktorantka doskonale opanowala spektroskopowe metody badania tego procesu zar6wno poprzez

produkty utleniania kwasu linolowego (pomiar stg2enia dien6w sprzglonych) jak i po3rednio,

onraczaj4c spadek aktywnodci chernicznych czynnik6w utleniaj4cych w obecnodci ekstakt6w

ro3linnych (gaszenie kationorodnika ABTS** oraz zmiana aktywno$ci rodnik6w alkilowych

powstalych z AAPH).



AktywnoSi przeciwzapaln4 badanych ekstraktdw Doktorantka zbadala Wprzez zmiany

aktywnoSci enzymu cyklooksygenazy 2 w obecno5ci wyekstrahowanych zwi4zk6w. Twierdzi, 2e

enzym ten uczestniczy w syntezie mediator6w odpowiedzi zapalnej: prostaglandyn i leukotrienSw.

Miar4 aktywnodci tego enzymu jest zmiana absorbancji fali o dlugodci 6llnm. Jednak2e brakuje

informacji, ktbry ze skladnik6w mieszaniny inkubacyjnej wykazuje charaL<ferystyczn4 absorbancjg.

Badania kalorymetryczne prowadzone byly na liposomach utworzonych z DMPC (14 atom6w

wggla). Co stanowilo podstawE wyboru tego lipidu? Temperatura gl6wnego przej5cia fazowego blony

utworzonej z DMPC jest istotnie nizszaod temperatury fizjologicmej czlowieka.

Badane ekstrakty zawieraj4 mieszaning wielu zwi4zk6w, w6r6d kt6rych dominuj4 rwiqzki

polifenolowe. Uzasadnione jest zatem prowadzenie wstgpnych badari aktywno5ci biologicznej tych

mieszanin, jednakze w przypadku pozytywnych rezultat6w, nastgpnym krokiem powinna byi pr6ba

wyizolowania poszczeg6lnych skladnik6w (lub uzycie syntetycznych analog6w), aby okreSlid ich

oddziatywania na poziomie molekulamym. Czy w przypadku badanych ekstrakt6w jest to moZliwe,

czy te2 istniej4 jakieS ograniczenia i trudnoSci?

Aby w pelni oceni| znaczerie prozdrowotne badanych ekstrakl6w, wainajest ocena stgZenia

tych rwi4zk6w w badaniach in vivo. W tym momencie chcialbym zapytat, Doktorantkg o oceng

mozliwoSci prowadzenia tego typu badan? Jakie ilo3ci ekstrakt6w naleZy spo2y6 aby uzyskad ich

stgzenia w osocz,u krwi zbliZone do zakresu stqieri stosowanych w badaniach in vitro?

Wniosek korficowy

Podsumowuj4c stwierdzam, 2e przedstawiona do oceny rozprawa zawiera wa2ne aspekty

poznawcze a uzyskane wyniki majq potencjal aplikacyjny w przemy5le farmaceutycznym,

kosmetycznym oraz spo2ywczym.

Uwaiam, 2e przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetnia warunki zav,tarte 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 piltniejsrymi zmianami) dlatego wnoszg do Rady Wydziatu Nauk

Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr

Aleksandry Wloch do dalszych etap6w przewodu dofttorskiego.

dr hab. Krystian KubicaWroclaw, dnia 16 wrzefnia 2016
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