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pt.: Identyfikacja i dzialanie substancji biologicznie aktywnych zawartych w roznych gatunkach

ostrokrzewow (Ilex sp.) — badania in vitro i in vivo

Praca  doktorska zostata wykonana na Wydziale Biologii i Hodowli Zwierzat,
w Katedrze Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod

kierunkiem prof. dr hab. inz. Roberta Kupczyriskiego i dr hab. inz. Sebastiana Opalifiskiego, prof. UP.

Metabolity wtorne roslin od szeregu lat sa przedmiotem wielokierunkowych badan majacych na
celu m.in. oceng ich aktywnosci biologicznej, zwaszcza pod katem korzystnych wiasciwosci dla zdrowia
ludzi i zwierzat. Dos¢ dobrze udokumentowane jest pozytywne dzialanie ekstraktow ostrokrzewu
paragwajskiego na parametry gospodarki lipidowej i weglowodanowej u os6b i zwierzat z chorobami
metabolicznymi. Dlatego szczegdlne wartosciowe wydaija si¢ by¢ badania majace na celu wskazanie czy
europejskie gatunki i odmiany tej rosliny wykazuja podobienistwo zaréwno w sktadzie fitochemicznym jak
i we wladciwosciach biologicznych do ww. gatunku. Biorac to pod uwage uwazam, ze temat podjety przez
Doktorantkg w  niniejszej rozprawie doktorskiej jest aktualny i niezwykle wazny pod wzgledem

poznawczym i praktycznym, zwlaszcza w kontekscie profilaktyki zootechniczno-weterynaryjnej.

Rozprawa doktorska zostata napisana w formie monografii z klasycznym uktadem. Rozprawa
liczy 141 stron i zawiera kolejno: Objasnienia skrotow, Spis tresci, Wstgp (2 strony), Przeglad
piSmiennictwa z 3 podrozdziatami (22 strony), Cel badan i hipotezy badawcze (1 strona), Materiaty
i metody (20 stron), Wyniki (49 stron), Dyskusja (14 stron), Wnioski (2 strony), Pimiennictwo (16 stron,
182 pozycje), Spis tabel, rycin i fotografii (4 strony) oraz Streszczenie w jezyku polskim (2 strony)
i angielskim (2 strony). W pracy znajduje si¢ 14 tabel, 33 ryciny i 11 fotografii. Z formalnego punktu

widzenia przedtozona do recenzji praca jest zgodna z wymogami stawianymi rozprawie doktorskie;j.
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Ocena merytoryczna pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Zwyrzykowskiej-Wodzinskiej koncentruje si¢ na
identyfikacji zwigzkow bioaktywnych pozyskiwanych z roglin rodzaju /lex sp. i ich wplywie na wybrane
parametry zdrowotne zwierzat, a biorac pod uwage udokumentowane w literaturze korzystne dzialanie
ekstraktow z Jlex sp. takze na jako$é mleka, mit;;sa czy odchéw zwierzat gospodarskich nalezy uznag, ze
praca wpisuje si¢ w obszar dyscypliny zootechnika i rybactwo. Podjete przez Doktorantke badania uwazam

za uzasadnione z naukowego punktu widzenia.

Rozprawg otwiera czg$é teoretyczna, czyli Wstep i Przeglad pismiennictwa, w ktorej Doktorantka

wprowadza w podjeta przez siebie tematyke i dokonuje przegladu pismiennictwa z tego zakresu
i uzasadnia swoje badania. Ta cze$¢ pracy zostala napisana w oparciu o bogate pi$miennictwo
z uwzglednieniem aktualnego stanu wiedzy i jest scisle zwiazana z badawczg cz¢scig pracy. Do tej czgsci

rozprawy mam kilka uwag, ktore jednak nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy:

® nastr. 16 — opisane zostaly flawonoidy, wymieniono 6 podklas tych zwiazkéw i dokonano krotkiej
charakterystyki jednej z nich — flawonoli. W mojej opinii, nalezato konsekwentnie scharakteryzowac

rowniez pozostate podklasy.

* nastr. 21 — znajduje si¢ zdanie, cytat ,,Okolo jedna trzecia wszystkich wchionigtych estrow jest
pochtaniana w gornym odcinku przewodu pokarmowego, podczas gdy okolo dwie trzecie dociera do
okreznicy (...)”. Omawiajgc metabolizm zwiazkéw nie postugujemy sie terminem wpochtanianie” —

mowimy o wehtanianiu albo absorpcji.

W dalszej czgdci tego samego akapitu znajduje sig¢ niezrozumiale stwierdzenie: widoczna
biodostgpnosé kwasu chlorogenowego w osoczu i moczu”. Ocena biodostepnosci na podstawie tego co
obserwujemy w osoczu moze si¢ obronié, natomiast w moczu juz nie, poniewaz musimy tu uwzglednic¢

zarowno proces ewentualnej kumulacji w tkankach, jak i wydalanie zwigzkéw innymi drogami.

* na str. 22 znajdujg si¢ 2 zdania (kolejno 2. i 3. zdanie), ktére w mojej ocenie wymagaja

przeredagowania, cytat: ,Kwas chlorogenowy i jego pochodne nie byly dobrze wchlaniane

w niezmienionej postaci. Ponadto, kwas chlorogenowy i kwasy fenolowe pojawily sie szybko w osoczu,

co wskazuje na wczesne wchlanianie w przewodzie zotgdkowo-jelitowym, podczas gdy metabolity

zwigzkow fenolowych, (...), pojawialy sig o wiele wolniej, za to w wysokiej koncentracji”. Nalezaloby

Jasno okresli¢ czy ocenie polega efektywnosci wehtaniania (np. % podanej lub pobranej dawki) czy

szybko$¢ wchtaniania.

* nastr. 23 znajduje si¢ zdanie: ,,Przeglgd dostepnej literatury potwierdza, iz suplementacja yerba mate
u przezuwaczy przynosi wiele pozytywnych skutkéw”. Niestety zabraklo cytowan i odniesienia do tych
badafi. Informacje te znajduja si¢ w dyskusji wynikow, przy czym w mojej ocenie powinny byé one
uwzglednione wihasnie w tym rozdziale, tym bardziej, ze w duzej czesci odnosza sie do efektow

produkcyjnych.



* na str. 25 Doktorantka opisata zastosowanie modeli zwierzecych i zwrdcita uwage na koniecznosé
stosowania zasady 3R, jednoczesnie wyjasniajac, co oznaczaja poszczegdlne R. Przy REDUCTION
czytamy: ,zmniejszenie liczby zwierzqt poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych”. Ta zasada
Jest realizowana nie tylko poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych”, ale przede
wszystkim  dzigki zastosowaniu takich procedur badawczych, aby mozliwe bylo uzyskaé
porownywalne poziomy informacji dzigki wykorzystaniu mniejszej liczby zwierzat lub uzyskiwania

wigkszej ilosci informacji od tej samej liczby zwierzat.

Cel badan

W tym rozdziale Doktorantka przedstawita 3 cele badawcze. Dwa z nich dotyczyly analizy
chemicznej, a wigc okreslenia sktadu jakodciowego i ilosciowego metabolitow wtérnych taksonu flex
(1. paraguariensis, I. aquifolium L., I. aquifolium ‘Argentea Mariginata’, I. meserveae ‘Blue Angel’), ze
szczegdlnym uwzglednieniem zwigzkow terpenoidowych, polifenoli, saponin, a takze kwasow
organicznych oraz oceny whasciwosci przeciwutleniajacych polifenoli zawartych w ekstraktach wodnych
Ilex sp.
Trzeci cel dotyczyt oceny wptywu ekstraktow wodnych z 1. paraguariensis i I. meserveae na ksztattowanie
si¢ parametrow hematologicznych, biochemicznych, immunologicznych oraz oceny histopatologiczne;

wybranych narzadow szczuréw Wistar otrzymujacych diete standardowa lub hipercholesterolomiczna.

Moja uwaga dotyczy fragmentu, w ktorym przedstawiono wg Doktorantki hipotezy badawcze.
W zwigzku z tym, ze pierwsza z nich jest pytaniem, nalezy uzna¢, ze jest to problem badawczy, a nie

hipoteza i wymaga przeredagowania.

Metodyka badan
W pierwszej czgdci tego rozdzialu szczegdlowo opisano badane ostrokrzewy i procedury
przygotowania z nich poszczegdlnych rodzajow ekstraktow, wykorzystanych do analizy chemiczne;.
W kolejnym etapie opisano warunki przeprowadzenia rozdziatu chromatograficznego badanych analitow
z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas (GCMS) i ultrasprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas (UPLC-MS/MS), a takze
metodyke przygotowania prébek i wykonania analiz spektrofotometrycznych w kierunku oznaczenia
ogolnej zawartosci polifenoli i wlasciwosci przeciwutleniajgcych. Do tej czgsci mam nastgpujace uwagi:
e O ile w bardzo szczegélowy sposob opisano analize instrumentalng, w tym parametry pracy
wysokospecjalistycznej aparatury badawczej, o tyle w mojej ocenie zabraklo takiej samej
szczegotowosci przy opisaniu procedury przygotowania probek do planowanych analiz, np. nie ma
podanej czystodci zastosowanych odczynnikow chemicznych i nazwy producenta tychze

odczynnikéw, co jest wymagane w publikacjach naukowych.



* Brakuje informacji na temat zastosowanych roztworéw wzorcowych (rodzaj, sktad, producent).
* W mojej ocenie to w tym rozdziale, a nie w wynikach, powinny by¢ zawarte informacje na temat czasu
retencji i jonow charakterystycznych dla poszczegolnych zwigzkéw, na podstawie ktorych

identyfikowano te zwiazki chemiczne.

W dalszej czgsci tego rozdziatu opisano zwierzeta wykorzystane w badaniach, ukfad doswiadczenia
i rodzaj badan wykonanych na materiale pobranym od zwierzat do$wiadczalnych. Brakuje natomiast
informacji o aklimatyzacji zwierzat oraz w jaki sposob przygotowano ekstrakty do picia. Wyjasnienia
wymaga takze niespdjnosé w podawanych informacjach: z podrozdziatu 4.6.1 wynika, ze spozycie paszy

kontrolowane byto codziennie, a z podrozdziatu 4.6.2 — ze co trzy dni.

Czytajge podrozdziat pt. Analiza statystyczna mozna odnie$é wrazenie, ze analizie statystycznej poddano

tylko wyniki otrzymane w badaniach z uzyciem szczuréw. A co z wynikami analiz chemicznych?

Wyniki

Na uwage zastuguje bardzo szeroki zakres zrealizowanych prac badawczych oraz ich
interdyscyplinarnos¢. Bardzo szczegdlowo przedstawiono wyniki analiz chemicznych, biochemicznych,
hematologicznych, morfotycznych i histologicznych. Wyniki, zebrane w tabelach, na rycinach
i fotografiach, zostaty opisane na 49 stronach.

Uwagi i sugestie dotyczace wynikow:

* Przedstawione wyniki majg charakter jakosciowy oraz polilosciowy. W przypadku analiz
chemicznych zabraklo typowo ilosciowego przedstawienia wynikow badan. Jezeli wyniki
przedstawiono jako powierzchnig pod pikiem (%) to znaczy, ze do analizy wykorzystano roztwory
kalibracyjne zawierajace analizowane zwiazki. W zwigzku z tym, dlaczego wynikéw nie
przedstawiono w jednostkach okreslajacych ich stezenie?

e Jony charakterystyczne dla danych zwiazkéw powinny znalezé sic w Materiatach i metodach,
a opieranie identyfikacji zwigzkow o dane literaturowe w tym rozdziale powoduje, ze rozdziat ten
zawiera fragmenty dyskusji.

® str. 53, cytat: "W ekstraktach zidentyfikowano 19 réznych zwigzkéw fenolowych (...)”, natomiast
z tabeli wynika, ze zidentyfikowano 17 zwigzkow, a pozostatych nie okreslono. Na chromatogramach
10-13 brakuje opisu osi Y (powinno by¢ m/z).

* nastr. 59 czytamy: ,.Lqgcznie zidentyfikowano 46 zwigzkow w ekstraktach wodnych (...)”. Wydaje sig,
ze bezpieczniej bytoby uzy¢ okreslenia STWIERDZONO, nie ‘zidentyfikowano’. Z tabeli 6 wynika,
ze liczba w petni zidentyfikowanych zwigzkéw w badanych ekstraktach jest mniejsza.

* str. 66 —w opisie wynikow analizy chemicznej frakcji saponinowej ograniczono sie tylko do zbadania
| porownania skltadu /. paraquariensis i I. meserveae. Dlaczego, skoro w celu pracy byto poréwnanie

sktadu jakosciowego i potilosciowego 4 taksonow flex?




str. 67-68 - Tabela 7 - co oznacza skrot RA [%]?

na str. 72-73 znajduja si¢ chromatogramy nr 20-23 przedstawiajace rozdzial chromatograficzny

ekstraktow dichlorometanowych, ale w ich podpisie jest mowa o ekstraktach chloroformowych.

na str. 75 znajduje sig rycina 24 przedstawiajaca ogolng zawartosé polifenoli w ekstraktach wodnych
i metanolowych — jest to powtdrzenie danych z tabeli 9, ponadto brakuje w niej jednostek, w jakich
wyrazono wyniki analiz.

str. 77-78 - Ryciny 25-27 przedstawiaja te same wyniki co tabela 10. Brakuje w nich jednostek przy
osi y.

We fragmencie dotyczacym wydajnosci ekstrakcji znajduje si¢ zdanie, cytat: ,Z 5 g rozdrobnionej i
wysuszonej tkanki ekstrahowanej wodg, zgodnie z przyjetg procedurg, uzyskano 1,1855 + 0,1063 g” —
ale nie wyjasniono: czego?

str. 79 - tabela 11 - oznaczenia istotnosei réznic zostaly wprowadzone w sposob, ktory nie pozwalaja
na interpretacje wynikow i whasciwie nie wiadomo migdzy jakimi grupami dokonywano poréwnan.
Wymaga to poprawienia. Przy danych dotyczacych przyrostow dobowych masy ciafa
w poszezegolnych grupach, procz gwiazdek zastosowano jeszcze inne oznaczenie: ++ i brak jest
wyjasnienia co ono oznacza.

str. 80, znajduje si¢ zdanie, cytat: ,Analiza zuzycia wody z ekstraktem w trakcie trwania catego
doswiadczenia (Ryc. 29), w zaleznosci od grupy, wykazala w przypadku grup zywionych dietg bez
dodatku cholesterolu wzrost zuzycia dla grup otrzymujgcych ekstrakty”. Zdanie Jest niezrozumiate,
ponadto proponowatabym uzycie okre$lenia ,,spozycie” zamiast ,,zuzycie” wody. Na rycina 29 - brak

oznaczen, ktore warto$ci roznig sig istotnie migdzy soba.

Od str. 84, rozpoczyna si¢ podrozdzial, w ktérym opisano wyniki badan biochemicznych, tj. stezenia

cholesterolu catkowitego, HDL, tréjlicerydéw, NEFA, glukozy, biatka catkowitego, albuminy, kreatyniny,
aktywnosci ALT i AST.

Nasuwa si¢ pytanie dlaczego nie oznaczono stezenia LDL?

W opisie wynikéw z badan stgzenia cholesterolu i niezestryfikowanych kwasow tluszczowych
ograniczono si¢ do opisu wptywu dodatku cholesterolu do diety na te parametry, natomiast zabrakto
opisu wptywu zastosowanych ekstraktow z Jlex sp.

str. 85 - cytat: ,Zawarto$¢ glukozy we krwi szczuréw charakteryzowata sie tendencja malejgca

zaréwno w przypadku grup zywionych dietq bez jak i z dodatkiem cholesterolu. W drugim pobraniu
krwi w grupach suplementowanych ekstraktami z Ilex sp. (YM, IM, YMCH, IMCH) wykazano istotne

(p=0,01) obnizenie sig¢ zawartosci glukozy”. Co bylo odniesieniem do stwierdzenia ,,obnizenie sig

zawartosei glukozy™?

Podobna uwaga dotyczy opisu wynikow stezenia kreatyniny. Doktorantka wskazuje, ze cytat: W dniu

zakonczenia doswiadczenia stwierdzono wysoko istotne (p<0,01) obnizenie si¢ zawartosci kreatyniny

w grupie otrzymujqgcej ekstrakt z I. paraguariensis (YMCH)(...)”, a z tabeli wynika, ze odnotowane

5



stgzenie bylo wyzsze w poréwnaniu do: pierwszego terminu pobrania krwi dla danej grupy oraz do
grupy otrzymujacej ten sam ekstrakt, ale bez cholesterolu. Otrzymana wartosé nie réznila sig istotnie

od wartosci odnotowanych w grupach kontrolnych.

Wielokrotnie w tym podrozdziale pojawia sie okreslenie »tendencja malejaca”, “tendencja rosnaca”. Jest

to niefortunne okreslenie i nie wyjasniono na jakiej podstawie okreslano te tendencje.

e str. 88, cytat: ,Analizujgc poziom interleukin w surowicy krwi, badano stezenie IL-6 oraz IL-10.
W grupie kontrolnej otrzymujgcych diete z dodatkiem cholesterolu zaobserwowano nizszq zawartosc
IL-6 (KCH).” W poréwnaniu do czego? grupy kontrolnej nieotrzymujacej cholesterol czy
w poréwnaniu do innych grup cholesterolowych?

* zdanie, cytat: W przypadku IL-10, nizszq zawartosé tych cytokin zaobserwowano w grupach
kontrolnych K i KCH” nie znajduje uzasadnienia w danych zestawionych w tabeli 14.

* str. 98, na rycinie 30, przedstawiajacej $rednig dtugo$é kosmkow Jjelitowych badanych zwierzat
brakuje jednostek. Nie ma ich réwniez z tytule ryciny. Podobna uwaga dotyczy ryciny 31, 32 i 33.

* nastr. 100, znajduje si¢ zdanie, cytat: , Dieta z dodatkiem cholesterolu réwniez wzmaga diureze, ale
w tej diecie zaréwno grupa otrzymujgcej ekstrakt z I. paraguariensis (YMCH) i grupa otrzymujgca

ekstrakt z I. meserveae (IMCH) wywoluje jego istotny statystycznie spadek intensywnosci. Ten

parametr nalezy jednak odniesé do stopnia przekrwienia klebuszka naczyniowego.” Ten fragment jest
niezrozumiaty i wymaga wyjasnienia i przeredagowania. Nasuwa si¢ rowniez pytanie na jakiej

podstawie oceniono diurezg? - w czgsci metodycznej nie ma informacji na ten temat.

Dyskusja

Ten rozdzial rozpoczeto od wyjasnienia zainteresowania europejskimi gatunkami ostrokrzewow.

Wymieniono najwazniejsze zwigzki chemiczne llex paraqueriensis i przystapiono do interpretacji

i dyskusji uzyskanych wynikéw. Cho¢ dyskusja zostala przeprowadzona w sposob sprawny i logiczny to

niemniej jednak mam kilka uwag i pytan:

* nastr. 103 autorka podaje, cytat: ,,Zawartosé¢ kwasu chlorogenowego byla najwyzsza w przypadku
ekstraktéw z I aquifolium L. i wynosila 15,49% pola powierzchni pod pikiem (%PP).” To stwierdzenie
nie zgadza si¢ z przedstawionymi wezesniej wynikami, poniewaz jak wynika z tabeli 5 warto$¢ 15,49%
PP odnotowano w ekstrakcie z /. meserveae ‘Blue angel’, a dla ekstraktu z /. aquifolium L. odnotowano
wartos¢ 12,82% PP,

e str. 105, cytat: ,(..) zawartosé¢ fenoli, okreslona metodami  spektrofotometrycznymi
I chromatograficznymi w niniejszej pracy, wykazata dobrg korelacje.” Niestety nie znalaztam

wynikow badania tej korelacji.

Ocena wlasciwosdci antyoksydacyjnych badanych ekstraktow to 3 krotkie akapity, bedace wihasciwe

powtorzeniem wynikow. Spodziewatabym si¢ wskazania, ktory gatunek charakteryzuje sie najwigkszymi

6 |
i



wlasciwosciami przeciwutleniajacymi, a ktory najmniej. | poréwnania z innymi gatunkami ro$lin, tak jak

to zrobiono omawiajac polifenole.

* str.l08: cytat: W innym badaniu, wigczenie 2,5% yerba mate do diety jagnigt zmienito skiad micka,
w szczegolnosci zwigkszylo zawartosé tuszczu, biatka i catkowitej koncentracji substancji statych, jak
rowniez wplynelo na nizszq zawarto§é laktozy [Po i wsp., 2012; Celi, 2012]> Zdanie wymaga
przeredagowania, poniewaz wynika z niego, ze jagnigta produkuja mleko, a tak nie jest. W tej
cytowanej pracy badaniami objete byly nie tylko jagnigta, ale takze ich matki.

* wll akapicie na str. 110 Doktorantka stwierdza, ze niektére wyniki badan biochemicznych ,,znalazty
si¢ poza granica normy”. W mojej ocenie nalezato wskazaé te parametry oraz grupe doswiadczalng,

w ktorej ta sytuacja miata miejsce, a nastepnie przedyskutowaé wyniki.

Kolejny akapit to opis wynikéw badan cholesterolu w danych grupach. Znajduje si¢ tam zdanie,
powotujgce si¢ na wyniki badari Andrade i wsp. [2012], cytat: ,,Podawanie szczurom ekstraktu nie

wplynelo na poziom cholesterolu we krwi zwierzqt, co jest zeodne z wynikami uzyskanymi w badaniach
q

wlasnych.” A przeciez w z tabeli 13 wynika ze stgzenie cholesterolu w grupie YM, a wiec otrzymujacy
ekstrakt z /. paraqueriensis jest wigksze w poréwnaniu do kontroli, a dodatkowo w I1. pobraniu te réznice

sa statystycznie istotne.

Na podstawie uzyskanych wynikow i przeprowadzonej dyskusji Doktorantka sformutowata
8 wnioskow. W mojej ocenie, czgs¢ z nich to stwierdzenia. Jeden z wnioskow dotyczy wplywu badanych

ekstraktéw na lipolizg. Wyjasnienia wymaga na jakiej postawie go sfomutowano?

Wymienione uwagi i sugestie nie umniejszaja wartodci rozprawy i prezentowanych w niej
wynikow. Poruszane w niej problemy wymagaty znajomosci zagadnien zarowno z zakresu chemii
analitycznej, jak i proceséw zachodzgcych z organizmie zwierzat. Wysoko oceniam ogrom pracy wlozony
w realizacj¢ tego projektu, warto$é przedtozonej pracy oraz fakt poradzenie sobie z tym trudnym i

obszernym zadaniem badawczym.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przediozona do oceny praca pt. Identyfikacja i dziatanie substancji
biologicznie aktywnych zawartych w réinych gatunkach ostrokrzewow (llex sp.) — badania in vitro i in
vivo stanowi warto$ciowe opracowanie problemu naukowego i spetnia wymogi art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2014 poz. 1789 z pozn.
zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1, ust. 3 pkt. 2b Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace
ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.). W zwigzku z tym
wnosz¢ o dopuszczenie mgr inz. Anny Zwyrzykowskiej-Wodzinskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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