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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Bernadetty Lis pt. ,Polifenolowe ekstrakty z réznych czesci
mniszka pospolitego (Taraxacum officinale) jako modulatory hemostazy”

Uwagi ogdine na temat problematyki podjetej w Rozprawie Doktorskiej

Zdaniem ekspertow Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego niezmiernie istotna jest
profilaktyka zywieniowa oparta m.in. na suplementacji preparatami roslinnymi, ktére bogate sg w
polifenole wykazujace dziatanie antymiazdzycowe. W $wiecie roélin zdarza sie, ze chwast moze okazac sie
rosling lecznicza. Mniszek pospolity (Taraxacum officinale) wykazuje szerokie spektrum korzystnych
dziatari. Pomimo wielu doniesieri i prowadzonych badan nad aktywnoscig biologiczng mniszka pospolitego,
wciagz brakowato danych odnosnie wptywu preparatéw (ekstraktéw i frakeji) otrzymanych z réznych
organdw tej rodliny na ukfad hemostazy. Mgr Bernadetta Lis zdecydowata sie pogtebic wiedze dotyczacy
dziafania réznych pod wzgledem sktadu chemicznego preparatéw mniszka pospolitego wyizolowanych z

ligci, ptatkow, korzeni i owocdw tej rosliny jako modulatoréw homeostazy. Niemniej jednak, hipoteza

badawcza dysertacji nie jest jasno sprecyzowana.

Doktorantka podaje w ,Celu pracy”, ze badata ,wptyw preparatéw z mniszka pospolitego na
wybrane parametry stresu oksydacyjnego w osoczu, jak i ptytkach krwi” (str. 13 Autoreferatu) . Nasuwa sie
pytanie — dlaczego? Wszystkie rosliny wytwarzajg metabolity pierwotne i wtorne o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych, mozna wiec mie¢ a priori pewnos¢, ze po dodaniu do osocza czy komorek, poddanych
dziataniu stresu oksydacyjnego, ekstraktu jakiejkolwiek rosliny [np. ozdabiajacej mieszkania i stoly
konferencyjne paprotki zwyczajnej (Polypodium vulgare)] takze mozna bytoby obserwowac efekt ochronny.
Co jest wiec wyjgtkowego w mniszku pospolitym? Uzasadniajgc podjecie badan Doktorantka powotuje sie
na istniejgce analizy profilu fitochemicznego boszczegélnych organdéw mniszka pospolitego (jednak bez
wskazania, co jest w nich tak ciekawego, by uzasadniato podjecie badan) i ,dane literaturowe wskazujgce
na potencjat mniszka pospolitego w réznych schorzeniach”, zapewne majgc na mysli potencjat leczniczy.

Obszerniejsze uzasadnienie podjecia badar znajduje sie we Wstepie i w Publikacji 6. Dobrze bytoby niektdre

fragmenty WSstepu uzasadniajgce celowosé podijecia badar przenies¢ do rozdziatu Cel pracy. Mimo iz

wiekszo$¢ prac sktadajacych sie na rozprawe doktorsky zostata opublikowana w czasopismach

poswieconych zywnosci, Doktorantka nie podejmuje w Dyskusji tych prac watku zywieniowego — tego



vmi‘anowicie, ze liscie mniszka pospolitego s3 uzywane do sporzadzania safatek, a z pfatkéw mniszka
sporzadzane jest wino, mimo iz wspomina o tym we Wstepie. Praktyczne znaczenie tej rosliny wykracza
wiec poza stosowanie wyciggow, a stwierdzenie o najwyzszej, w poréwnaniu z innymi organami, aktywnosci
antyoksydacyjnej, antyptytkowej i przeciwzakrzepowej wyciggow z lisci mniszka (Wniosek 2, str. 25
Autoreferatu) mogtoby by¢ cenng wiadomoscig dla mitosnikow satatek z lisci mniszka.

Marginalna uwaga: czy ,aktywnos¢ przeciwptytkowa” (termin powszechnie zresztg stosowany w
polskim piémiennictwie) jest terminem optymalnym? Dla laika oznaczatby aktywnos¢ niszczacy plytki czy
hamujgca wytwarzanie ptytek, a nie o to przeciez chodzi.

Nie mam zastrzezeri do doboru i sposobu cytowania pismiennictwa. Dobdr pozycji pismiennictwa
jest wtasciwy, a sposob cytowania poprawny.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana z zastosowaniem
standardowych metod, umozliwiajac uzyskanie wiarygodnych wynikow.

Nalezy zaznaczy¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr Bernadetty Lis byfa finansowana m.in. przez NCN
- projekt PRELUDIUM 14 pt. ,Fenolowe frakcje z réznych organdw mniszka pospolitego (Taraxacum
officinale) jako potencjalne modulatory hemostazy” (2017/27/N/NZ5/02009, rozpoczgcie projektu: 2018-
08-14, zakoriczenie projektu: 2020-08-13). Gtéwnym celem tego projektu badawczego byta identyfikacja
sktadu chemicznego lisci, ptatkdw, korzeni i owocdw mniszka pospolitego, przy uzyciu technik

chromatograficznych.

Merytoryczna i edytorska ocena Rozprawy Doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa na stopieri doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych
(dyscyplina nauki biologiczne) Pani mgr Bernadetty Lis pt. ,Polifenolowe ekstrakty z réznych czesci mniszka
pospolitego (Taraxacum officinale) jako modulatory hemostazy” wykonana pod kierunkiem promotora - dr
hab. Beaty Olas, prof. Ut jest cyklem szesciu powigzanych tematycznie prac (pieciu prac doswiadczalnych
oraz jednej pracy przegladowej), opatrzonych oméwieniem. Tytut rozprawy precyzyjnie okresla zakres
pracy. Wstep Autoreferatu po czesci dostarcza przestanek do zdefiniowanego celu badawczego (patrz
uwagi powyzej) oraz metod, po ktérych nastepuja omoéwienie prac wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej, wnioski oraz streszczenie.

Artykuty sktadajgce sie na rozprawe doktorskg zostaty opublikowane w czasopismach Food
Research International (IFz1s = 3,579), Food and Chemical Toxicology (IFz01 = 4,679), Journal of Functional
Foods (IFz019= 3,701/trzy artykuty) oraz Molecules (IFz015 = 3,267). Poza dwoma z tych artykutéw, wszystkie
prace zostaty opublikowane w 2019 roku. Za wyjatkiem jednego z wymienionych czasopism (Molecules)

pozostate czasopisma nie sg przypisane do dyscypliny nauki biologiczne.




Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania, Impact Factor publikacji (w roku opublikowania),

wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 22,628 (480 punktow MNiSW).
W pieciu publikacjach Pani mgr Bernadetta Lis jest pierwszg autorka. Nalezy zaznaczy¢, ze Doktorantka jest
korespondujgcym autorem jednej z prac dos$wiadczalnych sktadajacych sie na rozprawe doktorska oraz
pracy pogladowej, co jest przeze mnie przyjete pozytywnie. Praca poglagdowa jest swietnym przeglagdem
prozdrowotnych wtasciwosci mniszka pospolitego, wystawiajgcym znakomite swiadectwo skrupulatnosci
Autorek. Mozna jednak polemizowac z cytowanym zdaniem: , These components possess the ability to
scavenge harmful free radicals that are capable of attacking the healthy cells of the body, causing them to
lose their structure and function. As cell damage caused by free radicals appears to be a major contributor
to degenerative diseases such as cancer, cardiovascular disease or osteoporosis” (patrz str. 40, publikacja
6).

Udziat Doktorantki w powstaniu prac sktadajacych sie na rozprawe doktorska wyceniany jest w
jednym przypadku na 32%, w pozostatych na 50-60%. Ciekawos$¢ mojg budzi metodyka oceniania wktadu
procentowego z doktadnoscig do 1%. Tres¢ oswiadczen wszystkich wspotautorow nie pozostawia takze
watpliwosci, ze Doktorantka odegrata kluczowa role w ich powstaniu, zaréwno na etapie planowania badan,
wykonania do$wiadczen, interpretacji wynikéw, a wreszcie przygotowania manuskryptow. W znakomitej
wiekszosci prac udziat Pani mgr Bernadetty Lis polegat na: realizacji czesci doswiadczalnej (oznaczenie
parametrow stresu oksydacyjnego tj. peroksydacji lipidow w ptytkach krwi metodg z kwasem
tiobarbiturowym, poziomu grup tiolowych i grup karbonylowych w biatkach ptytek krwi metoda
kolorymetryczng, generacji anionorodnika ponadtlenkowego w ptytkach krwi metodg redukcji cytochromu
c; oznaczenie parametréw hemostazy tj. czasow krzepnigcia metody koagulometryczng; oznaczenie
parametréw cytotoksycznosci metoda Wréblewskiego i La Due), opracowaniu wynikdw, analizie
statystycznej, wykonaniu rycin i przygotowaniu czeéci manuskryptu.

Materiat roslinny tj. korzenie, liscie, ptatki i owoce mniszka pospolitego zostat zebrany w okolicach
Rzeszowa. Chciatabym zapytac¢ Doktorantke dlaczego zdecydowata sie zebrac rbéliny z terenu podkarpacia?
Czy w wojewddztwie tédzkim chwasty te nie wystepujg?

Analiza sktadu chemicznego poszczegdlnych organdw mniszka pospolitego  zostata
przeprowadzona w Zaktadzie Biochemii i Jakoéci Plondw, w Instytucie Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa
w Putawach. Autorzy otrzymali preparaty z ww. organéw mniszka pospolitego rézne pod wzgledem sktadu
chemicznego. Z frakcji 50% lisci mniszka pospolitego wyizolowano kwas cykoriowy (2,3-O—dikawoilo—L—

winowy). Recenzenta dziwi fakt, ze zaden sposréd autoréw przedtozonych do oceny manuskryptow nie

przypisuje sobie wykonania analiz fitochemicznych badanych ekstraktéw z mniszka pospolitego przy uzyciu

m.in. takich technik jak ultrasprawna chromatografia cieczowa potgczona z tandemowa spektrometrig mas

(ang. ultrahigh performance liquid _chromatography—tandem mass spectrometry; UHPLC-MS/MS)




(O$wiadczenia wspétautoréw publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Autoreferat). Skad
wiec wziety sie te dane w publikacjach?

Poziom merytoryczny artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Bernadetty
Lis jest akceptowalny. Niemniej jednak decydujgca réznica pomigdzy pracami doswiadczalnymi dotyczy
materiatu uzytego do badan tj. organu mniszka pospolitego (liscie, pfatki, korzen, owoce), z ktorego zostaty

wykonane preparaty (praca wymieniona jako 1, 2 oraz 5). Nie widze potrzeby rozparcelowywania wynikow

na kilka artykutéw skoro dotycza tej samej rosliny. Zdaniem recenzentki co najmniej trzy prace

doé¢wiadczalne wymienione jako pierwsze mogtyby by¢ przedstawione w jednym, zbiorczym artykule, o

wiekszej wartosci naukowe] i prawdopodobnie bardziej cytowalnym. Mozna wigc bytoby zarzuci¢ Autorom

niepotrzebne mnozenie liczby publikacji, jednak ten zarzut bytby niestuszny w $wietle specyfiki polityki
naukowej obowigzujacej w naszym kraju. Suma punktow, jakie uzyskatyby te trzy publikacje (przy obecnej
punktacji czasopism) wyniostaby 140 + 100 + 100 = 340 punktéw, natomiast sptaszczona klasyfikacja
czasopism na liscie Ministerstwa Edukacji i Nauki koAczy sig na wartosci 200 punktow. Zatem, nawet gdyby
udato sie Autorom stworzy¢ na podstawie uzyskanych wynikow tak $wietng publikacje, ze mogtaby byc¢

opublikowana w Nature czy Science, uzyskaliby za nig jedynie 200 punktow. Ten aspekt wymownie

wskazuje na umiejetno$¢ Doktorantki i wspdtautoréw Jej publikacii dostosowania sie _do warunkow

_hiperpunktozy” i podejmowania optymalnych w tych warunkach decyzji publikacyjnych.

Dziwi mnie, ze Doktorantka rozpoczyna omawianie prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
(,Ocena wiasciwosci antypfytkowych badanych preparatow z mniszka pospolitego w osoczu i ptytkach
krwi”) od pracy 2, cho¢ praca wymieniona jako pierwsza powstata przeciez wczedniej. Prositabym
Doktorantke o wyttumaczenie dlaczego frakcje bogate w pochodne kwaséw hydroksycynamonowych (tj.
50% frakcja z lisci i 50% frakcja z ptatkdw) okazaty sie by¢ bardziej efektywne pod wzgledem aktywnosci
przeciwutleniajacej, niz frakcje bogate we flawonoidy. Czy mozna postulowad, ze kwas cykoriowy (naturalny
kwas fenolowy, stosowany jako nutrauceutyczny sktadnik zywnosci w zwigzku z wykazywanym dziataniem
prozdrowotnym) odgrywa decydujaca rolg jako substancja dziatajaca przéciwmiaZdZycowo? Czy kwas
cykoriowy jest zdaniem Doktorantki lepszym przeciwutleniaczem niz np. kurkumina? Czy flawonoidy i ich
pochodne moga wykazywac dziatanie prooksydacyjne?

Jako czynnik indukujacy stres oksydacyjny w osoczu i w odniesieniu do ptytek krwi Doktorantka
stosowata uktad generujacy rodniki hydroksylowe: 4.7 mM nadtlenek wodoru, 3.8 mM FeS04/2.5 mM
EDTA. Trudno nie zwrdci¢ uwagi na btad na poziomie nieznajomoséci podstaw chemii. Doktorantka
konsekwentnie pisze ,Fe,SOs” zamiast FeSOs i na ten btad nie zwrdcili rowniez uwagi redaktorzy i
recenzenci kilku renomowanych miedzynarodowych czasopism naukowych pozwalajgc na publikacje
formuty nie istniejacego zwigzku. Nalezy nadmienic, ze w innych pracach, w ktorych wspotautorem jest Pani
Promotor (np. Ewelina Pigtczak, tukasz Kuzma, Weronika Porada, Beata Olas, Halina Wysokinska. Evaluation of

antioxidant properties of methanolic extracts from leaves and roots of Rehmannia Glutinosa Libosch. In human blood.
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vActa Pol Pharm. 2015;72(4):777-83) wzory zwigzkéw sktadajgcych sie na tg samg mieszaning reakcyjng
napisane sg prawidtowo.

Opisy metodyki ekspozycji na ten uktad s3 nieprecyzyjne: ,suspensions of blood platelets were [...]
treated with” (publikacja wymieniona jako 1 i inne). Nie jest jasne, czy podane stezenia odpowiadajg
koricowym stezeniom w zawiesinie, czy tez roztwor o takim sktadzie byt dodany do zawiesiny plytek, a jesli
tak, to jakie byly proporcje objetosci zawiesiny i roztworu? Odtworzenie doswiadczenia na podstawie
podanych informacji nie bytoby mozliwe. Gtéwnym problemem jest jednak sktad i charakter zastosowanego
czynnika indukujgcego stres oksydacyjny. Jest on zdecydowanie niefizjologiczny. Tak wysokie stgzenia
nadtlenku wodoru i Fe?* nie wystepujg w osoczu. Dlaczego kwas wersenowy, EDTA, jest stosowany w
niedomiarze molowym w stosunku do Fe*? Poczatkowo w roztworze znajduja sie: HO, jony Fe? i
kompleks EDTA-Fe?*. Od biochemika oczekiwatabym wstepnej charakterystyki takiego ukfadu i jego
dziatania na ptytki krwi. Wydaje sie, ze wytwarzanie rodnika hydroksylowego w tym ukfadzie ma miejsce
gtéwnie na zewnatrz ptytek krwi. Nadtlenek wodoru moze fatwo przenika¢ do wnetrza ptytek krwi,
natomiast nie jest jasne, w jakim stopniu przenikajg jony Fe* i ich kompleks zelazawy. Zazwyczaj w
doéwiadczeniach dotyczacych dziatania takiego ukfadu bada sie wplyw kompletnego uktadu i
poszczegdlnych skfadnikéw oddzielnie. Brak mi takich wstepnych doswiadczeri w sktadzie rozprawy
doktorskiej.

Jak pisze Doktorantka, wiasciwosci antykoagulacyjne badanych preparatéw sa spowodowane
prawdopodobnie hamowaniem aktywnosci trombiny (str. 24 Autoreferatu). Czy nie warto byto sprawdzi¢
tej hipotezy doswiadczalnie?

Kilka uwag szczegdtowych:

Omdéwienie Autoreferatu i poszczegdlnych prac:

str. 15-16 Autoreferatu: Doktorantka pisze o ,50%” i ,85% frakcjach”, co moze by¢ niezrozumiate bez
podania informacji, ze chodzi o frakcje ekstrahowane metanolem o stezeniu 50% i 85%.

str. 23 Autoreferatu: Doktorantka pisze (podobnie jak w pracy 5) o ,,ekspresji'; receptoréw na powierzchni
ptytek, oznaczanej technikg cytometrii przeptywowej przez wigzanie odpowiednich ligandow. Czy nie
nalezatoby méwi¢ raczej o ,ekspozycji” niz o ekspresji, ktéry to termin kojarzony jest raczej z ekspresja
genow?

Praca 1)

Ryc. 3 — brak kontroli negatywnej (ptytki nie poddane dziataniu uktadu H.0/Fe**/EDTA);

Wplyw ekstraktéw na generacje anionorodnika przez plytki: nie jest jasne, czy ekstrakty nie zmiatajg w
mierzalnym stopniu anionorodnika ponadtlenkowego, zatem czy w istocie mierzone jest wytwarzanie
anionorodnika przez ptytki, czy tez wypadkowa iloéci anionorodnika wytwarzanego przez ptytki i jego reakc;i

ze zwigzkami obecnymi w ekstraktach.



Ryc. 5 — Niepokojgca jest réznica poziomu grup tiolowych w ptytkach kontrolnych nie traktowanych
H,0,/Fe*/EDTA (0.2 umol/mg biatka) i niepobudzonych ptytkach (ok. 0.11 umol/mg biatka), poréwnywalna
z réznicami indukowanymi przez ekstrakty.

Praca 2)

Ryc. 7 — brak kontroli pozytywnej (aktywnosci LDH uwolnionej przez catkowitg lize ptytek), co pozwolitoby
na ocene wielkosci wptywu ekstraktéw; podobnie w Pracy 4 (Ryc. 7) i Pracy 5 (Ryc. 13).

Praca 4)

Niepokojaca jest réznica poziomu produktéw peroksydacji lipidéw w niepobudzonych ptytkach (Ryc. 2A:
0.04 nmol/108 ptytek) w poréwnaniu z Pracg 3, Ryc. 3A (0.02 nmol/10°® ptytek), a jeszcze bardziej réznica
poziomu grup tiolowych w ptytkach kontrolnych (Ryc. 3A — ok. 23 nmol/mg biatka), w poréwnaniu z Pracg
3 (Ryc. 5A - ponad 400 nmol/mg biatka), Praca 1 (Ryc. 5A-B: ok. 200 i 120 nmol/mg biatka) i Pracg 5 (Ryc. 6:
ok. 12 nmol/mg biatka).

Praca 5)

Poziom grup karbonylowych w kontrolnym osoczu wyniést ponizej 1 nmol/mg biatka (Ryc. 4), podczas gdy
w Pracy 2 - 2 nmol/mg biatka (Ryc. 4).

Podsumowanie

W podsumowaniu stwierdzam, iz Doktorantka w przedstawionej do recenzji dysertacji wykazata sig
poprawng umiejetnoscia prowadzenia badar naukowych i umiejetnoscia wyciggania wnioskow z
uzyskanych wynikow. Poczynione przeze mnie uwagi nie umniejszajg warto$ci merytorycznej rozprawy i nie
rzutujg na jej pozytywng ocene.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim w art. 13 ust. 1 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.).

Wnosze wiec do Wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tddzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr

Bernadetty Lis do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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