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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Oleksandry Liudvytskiej

pt.: ,Aktywno$é biologiczna metabolitéw wtornych rzewieni (Rheum L.) - ocena
wplywu ekstraktéw z Rheum rhabarbarum oraz, Rheum rhaponticum na wybrane

osoczowe oraz komérkowe skiadniki ukiadu hemostazy in vitro”

Omawiana rozprawa na stopienn doktora nauk écistych i przyrodniczych
w dyscyplinic nauki biologiczne zostala przygotowana w Katedrze Biochemii Ogélnej,
Instylutu Biochemii, Uniwersytetu hodzkiego pod opieka dr hab. Joanny Kotodziejczyk-

-Czepas, prof. UL.

Substancje rodlinne stanowia wazne srédlo  zwiazkéw o potencjalne
biologicznym. Wiele z obecnych na rynku lekéw bezposrednio zawiera substancje
rodlinne lub otrzymane z nich przetwory, zwiazki chemiczne izolowane z materialu
rodlinnego bad? ich syntetyczne pochodne. Trend ten jest od lat obserwowany
w leczniclwie i badaniach naukowych. Jednak znaczenie roslin jest duzo szersze,
nie tylko leczenie czy wspomaganie leczenia, ale wazne s3 one jako skladniki diety

w prewencji rozwoju wielu schorzen.

Jednymi z najczestszych przyczyn m.in. przedwczesnych zgondéw u ludzi
sa choroby uktadu krazenia, na ktére corocznie w Polsce umiera 200 tysigcy oséb, W te]
grupic schorzen zaréwno dziatanie antyoksydacyjne jakie wykazujg substancje
roslinne, jak i ich aktywno$¢ przeciwzapalna, przeciwzakrzepowa, przeciwcukrzycowa

czy hipolipidemiczna moga dawac pozytywne efekty.

Ryewieri/rabarbar (Rheum L.) to rodzaj z rodziny Polygonaceae obejmujacy
okolo 60 gatunkéw roslin. Sa one wykorzystywane jako surowce jadalne, ale takze jako

surowce lecznicze. Jednak dzialanie biologiczne 1 fizjologiczne ~wyciagdw
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otrzymywanych z substancji roslinnych z tego rodzaju w przypadku wiekszosci

gatunkéw nadal pozostaje jedynie czgsciowo poznane.

Najlepiej opisanymi w literaturze sa gatunki Rheum palmatum i Rheum officinale,
2 kiéryeh pozyskane substancje roslinne sg stosowane jako srodki przeczyszczajace.
jednak mo7na znaleZé doniesienia, ze w medycynie tradycyjnej w leczeniu schorzen
ukladu krazenia wykorzystywane sg surowce pozyskane z Rheum rhaponticum oraz

Rheum rhabarbarum.

Celem przedstawionej do recenzji pracy byla ocena wplywu frakeji
butanolowych otrzymanych z zakwaszonych wyciagéw metanolowych z ogonkow
lidciowych oraz korzeni pozyskanych z ww. dwéch gatunkéw rzewieni oraz typowych
dla tych gatunkéw stylbenéw (rapontygeniny i rapontycyny) na funkcjonowanie
wybranych osoczowych i komdrkowych sktadnikéw ukiadu hemostazy. Doktorantka
skupila sic w swoich badaniach na aktywnosciach kluczowych dla kardioprotekcyjnego
dziatania substancji naturalnych, czyli dziataniu przeciwzapalnym,
antvkoagulacyjnym/przeciwzakrzepowym oraz przeciwutleniajacym. Wyboér takiego
sakresu badan zostal przez Doktorantke wyczerpujaco udowodniony w oparciu

o dostepna literature.

Rozprawa zostala przygotowana jako cykl powiagzanych tematycznie czterech
publikacji naukowych (trzech oryginalnych i jednej przegladowej) opublikowanych
w renomowanych czasopismach zagranicznych z listy JCR. W sklad pracy wchodza

naslepujace artykuly:

Praca przegladowa

(1) Kolodviejczyk-Czepas, J., Liudvytska, 0.¥ Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum: a
review of phyvlochemistry, biological activities and therapeutic potential. Phytochemistry Reviews
(SPRINGLR), 2021, 20, 585-607. DOLI: 10.1007/s11101-020-09715-3. Punkty MEiNags: 100; Impact
Factor.. 7,741

Prace oryginalne

(I11) Liudvvtska 0.*, Ponczek M.B., Ciesielski O., Krzyzanowska-Kowalezyk J., Kowalczyk M.,
Balcerczyk A., Kolodziejezyk-Czepas J. Rhewm rhaponticum and Rheum rhabarbarum extracts as
modulators  of endothelial cell inflammatory response. Nutrients {MDPI), 2023; DOL
10.3390/nu 15040949, Punkty MEiNyqs: 140, Impact Factorzes 5,9

(I11) Liudvyviska 0.%, Ponczek M.B., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Kowalczyk M., Balcerczyk A.,
Kotodzivjeayk-Czepas J. Effects of Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum extracts on
haemostatic activity of blood plasma components and endothelial cells in vitro. Journal of
Lthnopharmacology (ELSEVIER), 2023, DOL: 10.1016/j.jep.2023.116562; Punkty MEiNaga: 140,
Impact Faclorp:: 5,4
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(IV) Liudvytska 0.*, Bandyszewska M., Skirecki T, Krzyzanowska-Kowalczyk J., Kowalczyk M.,
Kolodzicjczyk-Czepas J. Anti-inflammatory and antioxidant actions of extracts from Rheum
rhaponticum and Rheum rhabarbarum in human blood plasma and cells in vitro. Biomedicine and
Pharmacotherapy (ELSEVIER), 2023, DOL: 10.1016/j.biopha.2023.115111; Punkty MEiNag3: 140,
Impact Factore: 7,5

Sumaryczny wspétezynnik oddzialywania przediozonych prac to 26,541
co odpowiada 520 pkt MEIN. Kazda z prac zostala opatrzona stosownym opisem wkladu
Doktorantki oraz oéwiadczeniami wspéltautoréw. Na podkredlenie zastuguje fakt,
s w zalaczonych publikacjach oryginalnych Doktorantka jest pierwszym autorem,
a we wsyystkich pracach autorem korespondencyjnym oraz jej wklad w powstanie
kazdej » nich byt wiodacy. Pod tym wzgledem przediozona rozprawa spelnia wszystkie
formalne i zwyczajowe wymagania stawiane tego typu pracom w dziedzinie nauk
scislveh i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych. W mojej ocenie

osiagniccia publikacyjne Pani mgr Oleksandry Liudvytskiej sa wyrdzniajace.

Picrwsza praca wiaczona do cyklu doktorskiego to artykut przegladowy
opublikowany w renomowanym czasopismie zagranicznym Phytochemistry Reviews.
Doktorantka dokonala doglebnego przegladu literatury  dotyczacej skladu
chemicznego, aktywnosdei biologicznych oraz zastosowan w medycynie ludowej
gatunkow Rheum raponthicum i Rheum rabarbarum opublikowanej do marca 2020 roku.
Praca jest praygotowana w sposéb bardzo staranny i w mojej ocenie wyczerpujacy.
Polwierdza ona zaréwno znajomosé jak i dobre rozumienie tematyki badawczej podjete]
przev. Kandydatke do stopnia. Artykut jest doskonatym #rédtem wiedzy dla wszystkich
badaczy zajmujacych sie sktadem chemicznym i aktywnoscia biologiczng wyciagow

z opisanych gatunkow Rheum.

W publikacji drugiej, pt. ,,Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum
extracts as modulators of endothelial cell inflammatory response” przedstawiono
doswiadczenia zwigzane z ocena aktywnoéci przeciwzapalnej badanych frakcji
i zwiazkow pod katem ich zdolnosci do modulowania odpowiedzi zapalnej $rédblonka.
W pracy zastosowano panel doswiadezen umozliwiajacy ocene wplywu badanych

frakcji i stylbendw na rézne elementy i etapy odpowiedzi zapalnej komérek srodblonka.

Dowicdziono, 7¢ wykazuja one dzialanie przeciwzapalne i moga modulowa¢ odpowiedz
prozapalng komérek srédbtonka na réznych poziomach: ekspresji genéw dla enzymow

prozapalnych, uwalniania cytokin i interakeji z leukocytami,




WM

W publikacji tej znalazly sie réwniez wyniki analiz in silico potwierdzajace obserwacje
v przeprowadzonych badan do$wiadczalnych oraz szczegdlowa charakterystyka

fitochemiczna badanych frakcji.

Co prawda Doktorantka zaznacza, ze badania sktadu oraz zawartosci zwigzkow
obecnych w badanych frakejach nie wchodza bezpoérednio w zakres badawczy pracy
ale godne odnotowania jest zaplanowanie w projekcie badari fitochemicznych, bez

ktérych znaczenie otrzymanych wynikéw byloby trudne do oszacowania.

Publikacja trzecia, pt. ,,Effects of Rheum rhaponticum and Rheum
rhabarbarum extracts on haemostatic activity of blood plasma components and
endothelial cells in vitro” przedstawia wyniki doswiadczen dotyczacych wpltywu frakeji
i stylbenéw na odpowiedZ hemostatyczng komérek srodblonka oraz aktywnosc
hemostatyczng wybranych skladnikéw osocza krwi. Aby uzyskaé jak najszerszy obraz
dzialania badanych frakcji i zwigzkéw dodwiadczenia zostaly podzielone na trzy bloki
cksperymentalne, obejmujace aktywno$¢ osoczowych bialek krzepniecia krwi,
dvialanic ukladu fibrynolitycznego oraz odpowiedZ hemostatyczna komorek

srodblonka.

Przeprowadzone testy wykazaly, ze jedynie badane frakcje butanolowe wptywaly
hamujaco na zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia krwi (szlak krzepniecia zalezny

od czynnika tkankowego).

W celu wskazania najbardziej prawdopodobnych mechanizméw iflub celéw
molekularnych, kolejne etapy badania obejmowaty analizy ich wplywu na dwie
kluczowe proteazy serynowe krzepniecia: czynnik krzepnigcia Xa i trombing (czynnik
krzepniccia Ha), Wykazano, Ze badane {rakcje hamowaly aktywno$é obu badanych

enzyméw kaskady krzepnigcia.

Badane frakcje hamowaly rowniez aktywnos¢ amidolityczna i proteolityczng trombiny
(zwlaszeza frakeje uzyskane z korzeni), natomiast stylbeny wykazywaly niewielka

+dolnosé hamowania hydrolitycznej aktywnosci trombiny.

Istolng obserwacja wynikajaca z badan jest nieznaczny wplyw badanych frakeji
na aklywnos¢ generowanej plazminy, centralnej proteazy serynowej uktadu
fibrynolitycznego. Daje to podstawy do twierdzenia, ze badane frakcje moga by¢

rovzpatrywane i badane dalej pod katem dziatania przeciwzakrzepowego, jako
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potencjalne selektywne inhibitory bialek kaskady krzepnigcia.

W badaniu odpowiedzi hemostatycznej komorek érédblonka zaobserwowano,
50 badane frakcje i stylbeny moduluja aktywno$¢ profibrynolityczng i ograniczaja

procesy sckrecyjne komoérek srddblonka.

Prace druga i trzecia powstaly we wspolipracy z Katedrg Biologii Nowotworow

i Epigenetvki, Wydziatu Biologii i Ochrony $rodowiska, Uniwersytetu Lédzkiego.

Natomiast praca czwarta pt. “Anti-inflammatory and antioxidant actions of
extracts from Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum in human blood plasma
and cells in vitro” powstala czesciowo we wspdlpracy z Zakladem Immunologii
Translacyjnej i Eksperymentalnej Intensywnej Terapii, CMKP. Zawiera ona wyniki
badan wiagciwosci przeciwutleniajacych i przeciwzapalnych badanych frakeji oraz
zwigzkow. Doswiadezenia dotyczyly oceny zdolnoéci badanych frakcji i stylbendw
do ochrony sktadnikéw osocza krwi przed uszkodzeniami oksydacyjnymi, a takze

hamowania odpowiedzi zapalnej leukocytow.

Ocene  potencjalnego dzialania przeciwzapalnego w stosunku do leukocytow
prowadzono stosujac 2 modele badawcze - ludzkie jednojadrzaste komdrki krwi

obwodowcej (PBMCs) oraz inflammasomalne komérki reporterowe THP1-ASC-GFP.

Otrzymance wyniki wskazuja, ze badane frakcje 1 zwiazki wykazuja wlasciwosci
przeciwzapalne, bezposrednio hamujac metabolizm kwasu arachidonowego, a takze

zmnicjszajac uwalnianie substancji o dzialaniu prozapalnym z leukocytow.

Przeprowadzone doswiadczenia wplywu ochronnego na skladniki osocza przed
uszkodzeniami wywolanymi stresem oksydacyjnym wykazaly, ze badane frakcje
i stylbeny zmniejszaly zakres oksydacyjnych i nitracyjnych modyfikacji bialek oraz
peroksydacji lipidow osocza krwi, wywolanych dziataniem ONOO™ Ponadto,
normalizowaly, a nawet wzmacnialy pojemno$é antyoksydacyjng osocza krwi. A takze

ograniczaly oksydacyjne uszkodzenia fibrynogenu.

Doktorantka w  trakeie realizacji pracy wykorzystywala duza liczbe
réznorodnych metod badawczych takich jak: test redukcji resazuryny, qPCR,
mikroptytkowy spektrofotometryczny test skriningowy, profilowanie metodq

blottingu, mikroskopie fluorescencyjna, test 2z zastosowaniem blekitu trypanu,
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mikroplytkowe enzymatyczne testy immunosorpeyjne ELISA, kinetyczne pomiary
aktywnoéci enzymatycznej trombiny, kinetyczne monitorowanie procesu wykrzepiania
osocza, oznaczenia fluorymetryczne, amidolityczne oznaczenia aktywnosci plazminy,
pomiary spekirofotometryczne oraz elektroforeze w polaczeniu z analizami
densytometrycznymi.  Zastosowanie  tak wielu metod pozwolilo Doktorantce
na zbadanic szeregu aktywnosci badanej frakeji oraz stylbendw w kontekscie
potencjalnego  dziatania kardioprotekcyjnego oraz analizg ich mechanizmoéw
/poszukiwanie celéw molekularnych. Wybor metod pozwolit Doktorantce w petni

srealizowad wyznaczony cel badan.

Po lekturze przedloionej rozprawy doktorskiej nie mam watpliwosci,
#¢ spelnia ona formalne i zZwyczajowe kryteria stawiane tego typu opracowaniom.
Doktorantka przedstawila w pracy oryginalne rozwiazanie problemu naukowego
i udowodnila swoja ogromna ogdlng wiedzg teoretyczng w zakresie uprawianej
dyscypliny naukowej. Tym samym Doktorantka spelnia wymogi formalne
i merytoryezne przedstawione w Dziale V, art. 187 pkt 1-4 ustawy Prawo

o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 r.).

W trakcie przygotowywania niniejszej recenzji nasuneto mi sie kilka uwag

i pvtai. Prositabym, aby Doktorantka odniosta sie do ponizszych punktéw.

| 7 cickawoéci cheiatabym zapytaé dlaczego wybrano do badan akurat te dwa
gatunki z rodzaju Rheum. Skad taka inspiracja?

2. W jadnej z prac nie znalaziam informacji kto przeprowadzil botaniczng
identyfikacje badanych gatunkow.

3. Dlacrzego stosowano stylbeny otrzymane komercyjnie, a nie izolowane
v. badanego materiatu?

4. ¢ dostepnej literatury wiadomo, ze ksenobiotyki w tym substancje chemiczne
sawarte w wyciagach rolinnych podawane doustnie moga podlegac
rozmaiternu metabolizmowi. Prosze o skomentowanie tego problemu w swietle
preeprowadzonych badan biologicznych i ustosunkowanie sig do kwestii
hiodostepnosci zwiazkow.

5. Jak Doktorantka widzi przyszlg role w profilaktyce i leczeniu badanych frakcji
i zwigzkow?

6. Jako farmakognosta jestem zobligowana do zwrécenia uwagi na bledy
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/nicgcisloéci  w  polskiej  terminologii. Doktorantka uzyla zwrotu
.wvizolowaniem badanych ekstraktéw”, wyciagi sg otrzymywane/przygoto-
wywane, natomiast pojedyncze substancje chemiczne z wyciagdw sa izolowa-
ne. Skrétem my$lowym jest natomiast stosowanie zwrotéw: ,badane substancje
roslinne”, ,badane gatunki” podczas gdy do badan uzyto frakeji butanolowych
otrzymanych z zakwaszonych wyciagéw metanolowych. Przedstawione
w pracy dziatania zostaly wykazane jedynie dla frakeji, a aktywno$¢ substancji
rodlinnej jest wypadkowa aktywnosci wielu zwigzkéw z rdinych grup

chemicznych, nie tylko rozpuszezalnych w butanolu.

Powyisze pytania i komentarze nie wplywaja w sposob istotny na jakegé
recenzowanej pracy, a przedlozona przez mgr Oleksandre Liudvytska rozprawa
doktorska pt.: ,Aktywnos¢ biologiczna metabolitéw wtérnych rzewieni (Rheumn L.} -
ocena wplywu ekstraktow z Rheum rhabarbarum oraz Rheum rhaponticum
na wyhrane osoczowe oraz komérkowe skladniki uktadu hemostazy in vitro” spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w zwiazku z czym zwracam sig do Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie mgr Oleksaﬁdry Liudvytskiej do dalszych etapéw

prowadzonego postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Biorac _pod uwage wysoki poziom przedstawionych przez Doktorantke

osiagni¢é npukowych zwracam si¢ z wnioskiem o wyroznienie recenzowanej pracy.

proediozona do recenzji praca ma wysoki poziom meryloryczny 0 Czym moga
swiadezy¢ prace, w kidrych zostaty opublikowane wyniki badari Pani mgr Oleksandry
Liudvyiskicj. Sumaryczny wspdlczynnik oddzialywania prac to 26,541 co odpowiada 520
pkl MIIN. Na podkreslenie zastuguje fakt, 7e w zalaczonych publikacjach oryginalnych
Dokiorantka jest pierwszym autorem, a we wszystkich pracach autorem

korespondencyjnym.

Po rav pierwszy podjeto badania obejmujace aktywno$¢ biologiczng frakcji
butanolowveh otrzymanych z wyclagéw z roznych organéw dwéch gatunkéw rzewienia
(R, rhaponticum i R. rhabarbarum) oraz dwdch stylbenéw (rapontygeniny i rapon-
tyevny), wystepujacych w tych roslinach, pod katem ich wielokierunkowego dzialania

ochronnego na skladniki uktadu hemostazy.



ponadto przeprowadzone doswiadczenia stanowia pierwsze badania dotyczace
wlageiwosei ochronnych badanych frakeji i stylbenow w stosunku do skladnikow

OsoCZa.

A lakze po raz pierwszy wykazano zdolnoé¢ badanych frakeji otrzymanych
7 wyciagu 7 ogonkow lisciowych i korzeni dwoch gatunkéw rzewienia oraz stylbenow

do ograniczania uszkodzen sktadnikow osocza, wywotanych stresem oksydacyjnym.

dr hab. n. farm.
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