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Rozprawa doktorska mgr Bernadetty Lis p.t. ,.,Polifenolowe ekstrakty z roznych czesci
mniszka pospolitego (Taraxacum officinale) jako modulatory hemostazy” wykonana zostata w
Katedrze Biochemii Ogolnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
L.6dzkiego pod kierunkiem dr hab. Beaty Olas, prof. UL, w ramach realizacji projektu NCN
Preludium 2017/27/N/NZ9/02009 oraz dotacji celowej dla Mtodych Naukowcow i uczestnikow
studiow doktoranckich MNiSzW. Rozprawa ma forme spojnego tematycznie zbioru artkutow
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych o lacznym wspélczynniku
oddziatywania IF 22,628, liczbie punktéw MNiSW 480. Pig¢ ponizej wymienionych publikacji
(1 =5) wehodzacych w skiad tego cyklu to prace doswiadczalne i w czterech doktorantka jest
pierwszym autorem a praca szosta jest artykulem przegladowym:
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Do zbioru publikacji dotaczone zostato 27 stronicowe opracowanie w jezyku polskim
ktérego celem jest wprowadzenie w tematyke badar i uzasadnienie powodéw ich podjecia
(5-cio stronicowy Wstep, Cel rozprawy, Materialy i metody badawcze, oméwienie prac
wchodzgeych w sklad rozprawy doktorskiej, Wnioski, Streszczenie w Jezyku polskim
1 angielskim, Pismiennictwo (43 aktualne pozycje, opublikowane, z wyjatkiem czterech
w okresie ostatnich 10-ciu lat). Uzupetnione zostato rozdziatami stanowigcymi czedci
skladowe klasycznej wersji pracy doktorskiej jak: Spis tresci, lista publikacji wchodzacych
w sklad rozprawy doktorskiej, a takze listg 11 publikacji wchodzacych w  sklad
pozostatego dorobku naukowego, lista ustnych (4) i posterowych (12) doniesien
zjazdowych, Rozdzial ,,Oméwienie prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej”
stanowi skondensowana wersje prezentacji wynikéw zawartych w opublikowanych
pracach. Zgodnie z wymogami dotyczacymi tego typu rozpraw zalgczone sg réwniez
Oswiadczenia wspotautoréw o udziale w publikacjach. Udziat Doktorantki Szacowany jest
na 32 — 60%.

Opublikowanie wynikéw badadi w czasopismach z wysokim wspélezynnikiem
oddziatywania bardzo dobrze $wiadczy o ich aktualnosci i znaczeniu, a fakt, ze
doktorantka jest w czterech z nich pierwszym autorem wskazuje na Jej zasadniczg role
W planowaniu i prowadzeniu badafi oraz opracowaniu wynik6éw i przygotowaniu ich do
druku. Uzna¢ wiec nalezy, ze osobiscie przeprowadzila zdecydowana wiekszosé
omawianych eksperymentéw, albo w Znaczacym wymiarze uczestniczyla w ich

wykonaniu.

Mniszek lekarski (fac. Taraxacum officinale) ma wiele wiasciwosci leczniczych, dzieki
ktérym znalazt zastosowanie w medycynie naturalnej. Stanowi zrédio ZwWigzkow
o wiasciwosciach prozdrowotnych, antyoksydantéw (flawonoidy, witaminy A, C, D, E),
nienasyconych kwaséw thuszczowych, mikroelementéw, prowitamin (tokoferole,
karotenoidy). Celem przedstawianej do oceny rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu
ekstraktow i frakcji z mniszka na wybrane parametry stresu oksydacyjnego (poziom
anionorodnika ponadtlenkowego, peroksydacji lipidéw, grup tiolowych i karbonylowych
w biatkach) indukowanego mieszaning nadtlenku wodoru i siarczanu zelaza w osoczu
i plytkach krwi. Celem podjetych badan byla réwniez ocena skutecznosci preparatow
z mniszka pospolitego wzgledem parametrow hemostazy (pomiary agregacji i adhezji
plytek krwi, czaséw krzepniecia, ekspresji selektyny P i receptora GPIIb/Illa na
powierzchni plytek krwi), co uzasadniatoby ich stosowanie w celach profilaktycznych czy



tez wspomagajacych leczenie choréb ukfadu krazenia. Dodatkowo celem pracy byto
Sprawdzenia cytotoksycznosci badanych preparatow wzgledem plytek krwi i badanie
wlasciwosci biologicznych kwasu cykoriowego wyizolowanego z 50% frakcji lisci
mniszka pospolitego.

Doswiadczenie zespohi, w ktérym praca byla wykonywana oraz wczesniejsze
zainteresowania Doktorantki whasciwosciami leczniczymi  mniszka pospolitego, co
znajdowalo wyraz w publikowanych pracach, uzasadniaja podjecie tematu pracy
doktorskiej. Stres oksydacyjny lezy u podstaw wielu choréb, w tym choréb
cywilizacyjnych. Zaburzenie rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej moze wplywaé na
hemostazg i zmiany w procesie krzepnigcia czy aktywacji ptytek krwi. Poglebienie wiedzy
dotyczacej dziatania réznych pod wzgledem sktadu chemicznego preparatéw z mniszka
pospolitego wyizolowanych z lidci, platkéw, korzeni i owocéw na wybrane parametry
stresu oksydacyjnego oraz hemostazy wydaje sie wiec uzasadnione. Rosliny lecznicze,
W tym mniszek pospolity sg zrédlem naturalnych przeciwutleniaczy i zwiazkOw
o aktywnosci antyplytkowe;, takich jak polifenole, uznane nutraceutyki o silnej zdolnosci
zmiatania wolnych rodnikéw.

Charakterystyka formalna rozprawy:

W pracy przegladowe;j (Praca numer 6) wchodzacej w skitad rozprawy doktorskiej
przedstawiona zostala aktualna wiedza na temat skiadu chemicznego i aktywnosci
biologicznej zwiazkéw obecnych w preparatach otrzymanych z réznych organéw mniszka
lekarskiego. Zwigzki migdzy budowg chemiczng i wiasciwosciami biologicznymi tych
preparatdéw nie zawsze sg jasne. Dalsze badania powinny zmierza¢ do okre$lenia
mechanizmu ich dziatania i/lub okreglenia profilaktycznych i ewentualnie terapeutycznych

dawek zwigzkow o udokumentowanej aktywnosci biologiczne;j.

Analize skladu chemicznego frakcji z korzeni mniszka pospolitego opublikowano w Pracy
numer 2). W Pracy numer 4 przedstawiono izolowanie kwasu cykoriowego z 50%
frakcji z lisci mniszka i jego aktywnos¢ biologiczna. Analiz¢ skladu metanolowego
ekstraktu z owocéw mniszka, bogatego w zwiazki polifenolowe przedstawiono w Pracy
numer 5.

Cennym aspektem badan przedstawianych w pracach skladajacych na rozprawe doktorskg

byla ocena zaleznej od st¢zenia cytotoksycznosci badanych preparatéw z mniszka

pospolitego poprzez oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) - zaden



z testowanych preparatéw mniszka pospolitego, w tym kwas cykoriowy w badanym
zakresie steze nie powodowaly lizy plytek krwi (Praca numer1,2,4 i 5).

Badano wlasciwogci antyoksydacyjne preparatéw z mniszka pospolitego w osoczu

i plytkach krwi. Stres oksydacyjny generowano mieszaning H,0»/Fe?*. Dla frakeji C
preparatow z korzeni mniszka pospolitego oraz dla frakcji A i E poziom peroksydacji
lipidéw zredukowany byt o ponad 30% w poréwnaniu z kontrolg pozytywns, ktéra
stanowito osocze traktowane w taki sam sposéb. Wszystkie badane frakcje z korzeni
mniszka mialy ochronny Wwplyw na grupy tiolowe i wzrost karbonylacji biatek osocza
w warunkach stresu oksydacyjnego (Praca numer 2). Preparaty z korzeni mniszka istotnie
hamowaly peroksydacje lipidéw plytek krwi w warunkach stresu oksydacyjnego,
a niektére z nich mialy ochronny wplyw na grupy tiolowe bialek (frakcje A i E)
1 hamowanie karbonylacji (Praca numer 3). Oznaczano poziom O, w spoczynkowych
plytkach krwi oraz aktywowanych trombing w obecnogci badanych frakcji z korzeni
mniszka - tylko frakcja A miala istotny wplyw na zmniejszenie poziomu O,
W spoczynkowych plytkach krwi. W podsumowaniu doktorantka wymienila frakcje
wykazujace najlepsze dziatanie antyoksydacyjne w osoczu i plytkach krwi a réznice
w aktywnosci biologicznej badanych frakeji tlhumaczy réznicami w ich sktadzie
chemicznym. Najsilniejszy efekt hamujacy peroksydacje lipidéw w plytkach krwi
wykazaly frakcje z lisci i platkbw mniszka bogate w pochodne kwaséow
hydroksycynamonowych. Ze wzgledu na najwieksza zawarto$é kwasu cykoriowego
w 50% frakeji z lisci i platkow Zasugerowano, ze moze on odgrywaé gléwng role
W ochronie antyoksydacyjnej (Praca numer 1). Wiasciwoécei antyoksydacyjne tego
zwigzku potwierdzono w Pracy numer 4 oraz Pracy numer 5. W Pracy numer 5
przedstawiono badania dotyczace wiasciwosci antyoksydacyjnych najmniej poznanych
preparatow pozyskanych z owocéw mniszka - najlepsze wiasciwosci antyoksydacyjne

wykazywat ekstrakt zawierajacy kwas cykoriowy oraz frakcja bogata w luteoline.

Inny aspekt badan dotyczyt wplywu preparatow z mniszka pospolitego na hemostatyczna

aktywnos$é plytek krwi (Praca numer 3). Adhezja spoczynkowych plytek krwi do

kolagenu w obecnosci wszystkich preparatow z korzeni mniszka byla istotnie hamowana.
Niektére z frakcji z korzeni mniszka hamujg agregacje plytek krwi stymulowanych,
natomiast zaden z badanych preparatéw nie wplywal istotnie na agregacje plytek krwi
stymulowana kolagenem (Praca numer 3) czy trombing (Praca numer 2). W Pracy

numer 3 zasugerowano mozliwy mechanizm dziatania antyagregacyjnego testowanych



preparatdw poprzez interakcje zwiazkéw wchodzacych w sklad preparatow z receptorami
ADP na blonie plytek krwi. Testowane frakcje z lidci i platkéw mniszka wykazywaty
aktywnogé przeciwplytkows. Kwas cykoriowy w wyzszych stezeniach hamowat adhezje
plytek krwi do kolagenu indukowang trombing a w najwyzszym stgzeniu aktywowanych
trombing czy ADP do fibrynogenu (Praca numer 4). Flawonoidy obecne w owocach
mniszka majg wplyw na aktywacje plytek krwi poprzez modulowanie metabolizmu kwasu
arachidonowego (Praca numer S). W pracy tej przedstawiono réwniez badania z uzyciem
cytometrii przeptywowej wplywu wybranych preparatéw z owocéw mniszka na plytki
krwi poprzez analize aktywacji kompleksu GPIIb/IIIa i ekspresje selektyny P.

Badano wplyw preparatéw z mniszka w warunkach in virro na wybrane parametry
hemostatyczne - czas czgSciowej tromboplastyny po aktywacji, czas protrombinowy
i czasu trombinowy. W podsumowaniu doktorantka wymienia frakcja z lisci, platkéw oraz
korzeni mniszka, ktére istotnie wydhuzaly czas trombinowy osocza w badanych zakresach
stezen. Sugeruje tez, ze wlasciwosci antykoagulacyjne badanych preparatow sa zwigzane z
z hamowaniem aktywnosci trombiny (Praca numer 1 i 2). Badane ekstrakty i frakcje

owocéw ani kwas cykoriowy nie wykazywaly dzialania antykoagulacyjnego (Praca
numer 4 i 5).

W pracy numer 5 przedstawiono nowatorska metode badania potencjatu
przeciwzakrzepowego preparatéw z owocéw mniszka pospolitego, z uzyciem microchipu
pokrytego kolagenem, w trakcie przeplywu krwi przez sztuczne naczynia krwionosne.
W posumowaniu doktorantka sugeruje, Zze aktywnosé ta, w przypadku preparatow, ktére ja
wykazuja, moze by¢ uwarunkowana obecnoscia pochodnych kwasu kawowego (gléwnie
kwasu cykoriowego), pochodnych flawonowych i luteoliny.

Whikliwe zapoznanie sie z rozprawg doktorska mgr Bernadetty Lis zmusza mnie jednak
jako recenzenta, do sformutowania kilku uwag oraz zadania pytaf, celem wyjasnienia
pewnych watpliwosci czy niejasnosci:

1/ po przeczytaniu czesci poprzedzajacej zalgczone publikacje, bedacej wprowadzeniem

do prezentowanych w nich zagadnien, odczulam pewien niedosyt z powodu braku choéby
krotkiej dyskusji. Mysle, ze pomimo szczeglowych dyskusji w kazdej z publikacii,
a takze komentarzy do wynikéw zawartych w rozdziale ,,Oméwienie prac wchodzacych
w sklad rozprawy doktorskiej”, spojne, spajajace klamra przeprowadzone badania,

zaprezentowane wyniki i sugerowane wnioski chocby krétkie ich przedyskutowanie
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bytoby bardzo zasadne w ocenie osiggniecia jakim jest bez watpienia na starcie kariery

akademickiej zestaw prezentowanych prac,

2/ mySle, ze jesli doktorantka pokusita si¢ o napisanie takiego wprowadzenia, to réwnies
istotne dla dokonania wiasciwej oceny Zastosowanego do badah warsztaty laboratoryjnego

byloby zamieszczenie listy technik/metod badawczych wykorzystanych przez nig
W ramach realizacji pracy doktorskiej.

W' mojej opinii, zamieszczenie dyskusji na koficu czgsci rozprawy doktorskiej,
poprzedzajgcej kopie opublikowanych prac, pomoglaby zebraé, wyjasnié lub zasugerowaé
przynajmniej w przypadku niektérych sktadnikow (zwigzkéw chemicznych o znanej
budowie) podstawy molekularne wykazanych aktywnosci badanych preparatéw —
odpowiedzieé na pytania dotyczace mechanizmu(6w) ich dziatania, jak réwniez da¢ pewne
sugestie dotyczace odrgbnego stosowania wyizolowanych skladnikéw CzZy raczej
mieszaniny tych skladnikéw.

Whiosek koficowy:

Podsumowujac, pragne stwierdzié, ze — pomimo wysunigtych w recenzji uwag
krytyeznych i komentarzy — dysertacja doktorska mgr Bernadetty Lis p.t ,,Polifenolowe
ekstrakty z réznych Czgsci mniszka pospolitego (Taraxacum officinale) jako modulatory
hemostazy” prezentuje wyniki oryginalnych badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
aktualnie stosowanych i powszechnie akceptowanych metod badawczych. Przedstawione
wyniki stanowia oryginalny wklad do nauki i otwieraja dalsze interesujace obszary
badawcze, co stanowi o ich niezaprzeczalnej wartosci. Praca doktorska mgr Bernadetty Lis
stanowi spéjne, dojrzale opracowane dzieto, ktére wykazuje, ze Doktorantka posiada
zadowalajacg wiedze w dyscyplinie naukowej bedacej przedmiotem Jej zainteresowania,
a takze umiejgtnos$¢ planowania i prowadzenia badan oraz interpretowania i komentowania
ich wynikéw w $wietle dostepnej aktualnie literatury. Stwierdzam, ze przedtozona
rozprawa spetnia wszelkie wymogi zZwyczajowe, stawiane pracom doktorskim, jak réwniez
warunki okreslone w ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r, Dz.U z 2018 r., poz. 1668 z p6zniejszymi Zmianami).

W mojej ocenie przedtozona praca w pelni kwalifikuje doktorantke do dalszych etapow
przewodu doktorskiego, o co niniejszym wnosze do Komisji ds. Stopni Naukowych
W dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu

Lédzkiego. /
Prof. dr hab. Maria Wrébel



