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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Arlety Dotowackiej-Jozwiak pt. ,, Wlasciwosci antyglikacyjne
ekstraktow rodlinnych z rodzaju Reynoutria” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jakuba

Gburka

Praca dotyczy badan nad glikacjg w aspekcie mozliwosci wykorzystania ekstraktéw roslinnych
do hamowania proceséw nieenzymatycznych modyfikacji biatlek w organizmie. Produkty
zaawansowane] glikacji (AGE) tworzg si¢ w warunkach fizjologicznych, a w podwyzszonych
ilosSciach w wielu procesach chorobowych sg istotnym czynnikiem chorobotwdrczosci.
Zahamowanie tych proceséw chorobowych jest powaznym wyzwaniem dla badaczy, dlatego
podjety temat pracy doktorskiej jest istotny, aktualny, wychodzi naprzeciw potrzeb medycyny i
jest w peini uzasadniony. Projekt jest kontynuacjg badan prowadzonych juz od wielu lat w
Katedrze Biochemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Badaniami objeto ekstrakty trzech gatunkéw rdestu w
oczekiwaniu poznania mozliwosci wykorzystania wynikow w terapii lub tagodzeniu objawow
chorobowych, schorzen metabolicznych, poza tym badania maja znaczenie biologiczne. Praca ma
uktad typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona na rozdzialy, na poczatku jest wstep,
nastegpnie cel pracy, spis materialdw i metod, wyniki i dyskusja, nastepnie umieszczono wnioski,
spis pi$miennictwa, po czym streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spisy rycin, tabel i
wykresow oraz wykaz skrotow. Praca zawiera 225 stron maszynopisu wraz z 36 rycinami, 10
tabelami, 47 wykresami oraz cytowanymi 219 pozycjami pi$miennictwa. We wstepie do
rozprawy autorka wprowadza do tematyki, uzasadnia logicznie cel badan, omawia albumine
surowicy wotowej oraz ludzkiej, poréwnuje budowe tych czasteczek, nastepnie przybliza procesy
glikacji biatek i produkty AGE, w szczegélnosci modyfikacje albumin, z kolei charakteryzuje te
procesy w cukrzycy, jej powiktaniach i w innych chorobach. Nastepnie omawia zwigzki

hamujace na réznych etapach glikacji powstawanie produktow AGE, by przedstawi¢ na koncu



badane gatunki rdestowca, sktad fitochemiczny, farmakologi¢ i zastosowanie poszczgdlnych
czesci rodliny i ekstraktow. Cel badan autorka przedstawila na poczatku pracy i precyzuje
rozpoczynajgc cz¢$¢ dos$wiadczalng. Zatozyla opracowanie i optymalizacj¢ metody glikacji,
nastepnie planuje ocene potencjalu hamujacego glikacje przez otrzymane ekstrakty, dalej
okreélenie sity oddziatywania antyglikacyjnego wybranych najlepszych ekstraktow, by w koncu
przeprowadzi¢ analize elektroforetyczng produktow AGE dla potwierdzenia poprawnosci
zastosowanych metod tworzenia AGE.

W czegéci metodycznej autorka opisuje surowce roslinne uzywane w badaniach,
mianowicie suszone liscie i klgcza trzech gatunkow rdestu, nastepnie metode glikacji z analizg
poszczegblnych etapéw i parametréw dla ustalenia optymalnych warunkéw. Pomiaru st¢zenia
AGE dokonywano metodg fluorescencyjng w dwoéch odmianach, dla pentozydyny i
wesperalizyny. Badania wilasciwosci antyglikacyjnych ekstraktéw wykonywano metodg
hamowania tworzenia produktow AGE. Nastepnie opisuje metode oznaczania fruktozaminy,
wolnych grup karbonylowych, wolnych grup tiolowych, zawartosci struktur B-amyloidowych
metodami z czerwienig Kongo i z tioflawing T, rozdzialu nisko- i wysoko-czasteczkowych
AGE oraz elektroforeze SDS-PAGE i na koncu jest przeprowadzona analiza statystyczna.
Metody sg opisane szczegdtowo, czytelnie przedstawiono opisy materiatow, przez co praca jest
logicznym, jednolitym wywodem.

Badania prowadzono w pierwszej kolejnosci optymalizowania warunkéw glikacji z
uzyciem dwdch biatek, BSA i HSA oraz dwdch cukréw w mieszaninie, glukozy i fruktozy, co
przy analizie metoda fluorescencyjng tworzenia produktéw glikacji takich jak pentozydyna i
wesperalizyna okazalo si¢ dobrym wyborem. Dobrane wzorce jak resweratrol,
aminoguanidyna, witamina C, metformina ufatwity interpretacje wynikéw. Tutaj pewne
zastrzezenie mozna mie¢ odnosnie zebrania do badan kfaczy i lisci, w miesigcu wrzesniu, kiedy
wegetacja nie jest tak intensywna jak we wczesniejszych miesigcach i mogta wptynaé na
wyniki wigkszej zawartosci korzystnych substancji w ktgczach — prosze o odniesienie sig do tej
kwestii. Przygotowano ekstrakty acetonowe, a z nich kolejno ekstrakty piecioma
rozpuszczalnikami, w sumie 42 ekstrakty. Pytanie nasuwa si¢ odnosnie ekstrakcji etanolowej,
dlaczego nie stosowano jej w pracy, mimo cytowanych korzystnych wiasciwosci etanolowych
ekstraktow nasion Cassiatora zawierajgcych antrachinony? Waznym osiggnigciem w pracy
byto opracowanie metody przesiewowej i dobor warunkéw zapobiegania interferencji
fluorescencji samych ekstraktow. Opracowano z sukcesem metode hamowania glikacji, na jej

roznych etapach. Autorka wykazata, ze ekstrakty z Reynoutria sachalinensis najlepiej



hamowaty tworzenie produktow wezesnej i péznej glikacji, natomiast z R. japonica najlepiej
chronity przed utlenianiem badanych biatek i wykazywaly silne wiasciwosci hamowania
tworzenia B-amyloidu. Hybrydowa forma R. x bohemica wykazywata silne wiasciwosci
antyglikacyjne. Sposrod ekstraktow najbardziej aktywne w hamowaniu glikacji byty ekstrakty

octanem etylu, eterem dietylowym i acetonowy. Waznym wynikiem pracy jest opracowanie i

praktyczng dla optymalnego dobierania poszczegélnych ekstraktéw do hamowania tworzenia
produktéw glikacji.

W dyskusji autorka odnosi si¢ do danych z pismiennictwa, wiasciwie wykorzystanego,
podsumowuje uzyskane wyniki, podejmuje wyjasnienia wynikéw nieraz trudnych do
jednoznacznej oceny. Autorka interpretuje wasciwie wyniki optymalizacji warunkow glikacji,
etapoéw wezesnej i zaawansowanej glikacji. To pozwolito na sprawdzenie, ktory z ekstraktow
hamuje tworzenie AGE oraz na ktérym etapie dany ekstrakt dziata. Autorka komentuje
ograniczenia opracowanej metody dializy materiatu, majacej obnizy¢ interferencje
fluorescencji ekstraktow. Autorka omawia szczegétowo mozliwy wplyw skladnikow
ekstraktow na poszczegdlne sktadowe testow i ukiadu oznaczania glikacji. Zauwazone
znaczgce ograniczenie tworzenia grup karbonylowych i ochrona grup tiolowych przez ekstrakty
interpretuje ich dziataniem przeciwutleniajgcym. Najwigkszy stopien hamowania ich tworzenia
wykazywaty ekstrakty z R. japonica, zawierajace najwyzszg zawartos¢ resweratrolu. Niektore
badania cytowane przez autorke wskazuja na korzystne dziatanie w chorobie Alzheimera, stad
nasuwa si¢ pytanie ktéry z ekstraktéw mogtby by¢ skuteczny w leczeniu tej choroby? Ekstrakty
badanych gatunkéw roslin zawierajg, poza znanymi, najprawdopodobniej substancje o
aktywnosciach nie do kornica dotad zbadanych, stad wyniki uzyskane w pracy sg wypadkowsg
aktywnosci przeciwglikacyjnej. Warto$¢ i oryginalno$¢ przedstawionej pracy polega przede
wszystkim na optymalizacji testéw do oznaczania aktywnosci antyglikacyjnej frakcji
roslinnych. Autorka wykorzystata umiejetnie dostgpne narzedzia metodologiczne w swoich
badaniach, opierajac si¢ na wynikach wiasnych badan proponuje dalsze kierunki poszukiwar.

Odnosnie uwag krytycznych, dotycza gtéwnie strony redakcyjnej. Nazwa produktow
koncowych zaawansowanej glikacji AGE jest dostownym tlumaczeniem terminu angielskiego,
a nie kofcowe zaawansowane produkty glikacji, cho¢ dopuszczalna terminologia, jednak
istotniejsze jest jednolite nazewnictwo w pracy. Zamiast albumina wotowa (od str. 9) nalezy
Scislej stosowaé nazwe albumina surowicy wotowej. Wiadomosci podrecznikowe na str. 16-17

sg zbegdne dla czytelnika. Na str. 17, 1. 15 powinno byé ...Obejmujg one procesy np.



przylgczania..., na str.18. .1 ...ustrojowych, macierzy..., na str. 30 I. 7 powinno by¢ ...do N-
koncowej grupy... Ryciny 4 i 6 sg podobne, dlatego mozna je polaczyé. Zamiast ...proces
glikacji... lepiej stosowa¢ ...glikacji..., gdyz glikacja sama w sobie jest procesem, to samo
dotyczy ...PBS... a nie ...bufor PBS o pH 7.4... Ryc. 11 ...choroba Alzheimera..., str. 53,54
...galektyna 3..., SDS to siarczan dodecylu sodu. Sprawdzenia wymagaja opisy wykreséw 6 i
7, 17, 21 oraz zdanie 3 od dotu na str. 112. Czy ...aktywnoscig antyoksydacyjng...? na str. 126
I. 16 od dotu, na wykresach 22-25 ...tworzenia... czy ...hamowania tworzenia...?, na str. 161
powinno by¢ ...albuminy ludzkiej (Rycina 34). Niskoczasteczkowe produkty glikacji wedruja
w elektroforezie szybko wyptywajac z zelu, stad sa niewidoczne na rysunkach. Na str. 166 w .
3 podano ksylitol, czy rzeczywiscie jest cukrem redukujgcym? Podsumowujgc, nalezy
podkresli¢ ze praca jest wartosciowa, dobrze zaplanowana i wykonana. Wyniki przedstawiajg
dane stanowigce podstawe do dalszych badan. Praca jest oryginalnym wkiadem w zakresie
nauki podstawowej o potencjalnym znaczeniu praktycznym na polu biomedycznym,
przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy o glikacji i mozliwosciach zahamowania tego procesu
substancjami roslinnymi.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Arlety Dotowackiej-JoZwiak zawiera oryginalny
material doswiadczalny i spelnia warunki okreslone w obowigzujgcych przepisach, w tym w
Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (na podstawie art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz 1789 ze zm.). Wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o przyjecie tej pracy doktorskiej i

dopuszczenie mgr Arlety Dotowackiej-J6zwiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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