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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii Cyboran pt.

»Aktywnos$¢ biologiczna ekstrakt6éw z liSci wybranych roslin w odniesieniu do blon biologicznych i
modeli lipidowych blon”

Rozprawe doktorska stanowia cztery opublikowane prace, z czego trzy w czasopismach z Listy
Filadelfijskiej:

1. Sylwia Cyboran, Dorota Bonarska-Kujawa, Ireneusz Kapusta, Jan Oszmianski, Halina Kleszczynska
(2011) Antioxidant potentials of polyphenolic extracts from leaves of trees and fruit bushes, Current
Topics in Biophysics 34, 15-21 (9 pkt.)

2. Dorota Bonarska-Kujawa, Sylwia Cyboran, Jan Oszmianski, Halina Kleszczynska (2011) Extracts
from apple leaves and fruits as effective antioxidants, Journal of Medicinal Plants Research 5, 2339-
2347 (15 pkt.)

3. Sylwia Cyboran, Jan Oszmianski, Halina Kleszczynska (2012) Interaction between plant polyphenols
and the erythrocyte membrane, Cellular and Molecular Biology Letters 17, 77-88, (IF 1,953, 15pkt.)

4. Sylwia Cyboran, Jan Oszmianski, Halina Kleszczynska (2013) Modification of the lipid phase of
biological and model membranes by bilberry leaf extract, Food Biophysics, DOI 10.1007/s11483-013-
9309-0, (IF 1,642, 30pkt.)

W dalszej cze$ci recenzji bede sie odwolywatl do poszczegdlnych publikacji podajac przypisany wyzej
kolejny numer.

Wszystkie wymienione prace maja charakter do$wiadczalny, stanowia zwarty cykl
monotematyczny, dotyczacy zagadnienia wplywu wybranych ekstraktow roslinnych na wiasnosci bton
biologicznych i modelowych.

W przedstawionym cyklu artykutéw mgr inz. Sylwia Cyboran jest trzy razy wymieniona jako
pierwszy autor. Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautorow procentowy udzial Doktorantki
w poszczegllnych pracach wynosi: 40%, 30%, 50% oraz 50%.

Na rozprawe doktorska skladaja si¢, wymienione juz publikacje, ponadto 6 komunikatéw
konferencyjnych (w tym 4 migdzynarodowe), o$wiadczenia wspotautorow na temat udzialu
w poszczegdlnych pracach. Catosci poprzedzona jest poprawnie zredagowanym streszczeniem w jezyku
polskim oraz angielskim, ktére zatytutowano podsumowaniem.

Celem rozprawy jest okre$lenie aktywnosci biologicznej ekstraktow polifenolowych z lisci
wybranych drzew i krzewéw oraz badanie mechanizméw molekularnych oddzialywan skladnikéw
w nich zawartych z bfonami biologicznymi. Podj¢ty tu problem jest wazny ze wzgledu na prozdrowotne
wlasnosci zwiazkéw zawartych w badanych ekstraktach wykazujacych migdzy innymi dziatania
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwgrzybicze oraz przeciwbakteryjne. Skutki dzialania na
organizm tych zwiazkéw najczeéciej kojarza si¢ z dieta bogata w owoce. W ocenianej rozprawie
zwrocono takze uwage na mozliwo$¢ dostarczania organizmowi bezpiecznej ilosci tych zwiazkow
w postaci ekstraktow z lisci jabloni, truskawki, czarnej porzeczki oraz boréwki czarnej. Biorac pod
uwage czasopisma naukowe, ktore sa podstawa rozprawy doktorskiej, w szczegélnosci Journal of
Medical Plant Research oraz Food Biophysics, przedstawione w nich wyniki badan sa w zakresie
zainteresowan przemystu spozywczego oraz kosmetycznego ze wzgledu na wlasnoéci konserwujace jak
i prozdrowotne tych ekstraktow. Prace tego typu nie tylko wzbogacaja nasza wiedzg ale stanowia takze
przyczynek do tak pozadanej wspoipracy nauki z przemystem.



Oceniajac rozprawe doktorska Pani mgr inz. Sylwii Cyboran warto oméwi¢ jej bogaty warsztat badawczy.
Badania prowadzone byty na erytrocytach, izolowanych blonach erytrocytéw a takze na liposomach utworzonych z lipidow
izolowanych z erytrocytéw. Taki dobér obiektéw badan pozwolit oceni¢ znaczenie samej fazy lipidowej w analizie
oddzialywan molekularnych badanych zwiazkéw polifenolowych z blonami biologicznymi. Badania z uzyciem
erytrocytow dotyczyly aktywnosci hemolitycznej sktadnikow wspomnianych ekstraktéw. Eksperymenty te zostaly
przeprowadzone w zakresie stezen (0,01-0,5) mg/ml, znacznie przekraczajacych stezania fizjologiczne i nie wykazaly
destrukcyjnego dziatania w kontakcie z blonami erytrocytéw. Interesujacym uzupehieniem tych badan bylo sprawdzenie
opornosci osmotycznej krwinek. Za miarg odpornoéci osmotycznej przyjgto wartos¢ parametru Cso, definiowanego poprzez
stezenie roztworu NaCl, ktéry indukuje 50% hemolizg erytrocytow. Badania te wykazaly, ze ekstrakty z lidci jabloni oraz
truskawki w stezeniu 0,01 mg/ml (znacznie nizszym od maksymalnych stgzefi stosowanych w badaniach hemolitycznych)
zwigkszaja oporno$é osmotyczng erytrocytéw, co nalezy uzna¢ jako jeden z aspektéw ich prozdrowotnego znaczenia.
Ekstrakty nie tylko nie uszkadzaja blon komoérek krwi ale zwigkszaja wytrzymato$¢ blon erytrocytow.

Kolejnym zadaniem badawczym poruszonym przed Doktorantke bylo okreslenie zdolnosci antyoksydacyjnej
wspomnianych ekstraktéw. Tu nalezy wspomnie¢, ze badania te poprzedzone byly analiza ilosciowa i jakosciowa
stosowanych ekstraktéw. Wyniki badan z uzyciem ekstraktow roslinnych poréwnywane byly z antyoksydacyjna
aktywnoscia standardowego przeciwutleniacza Troloxu®. W badaniach tych zastosowano dwa rodzaje czynnikow
utleniajacych: chemiczny — AAPH oraz fizyczny — promieniowanie UVC. Wnikliwa analiza uzyskanych rezultatow
pozwolita stwierdzi¢, ze ekstrakt z lici truskawki jest rownie skutecznym antyoksydantem jak Trolox®. Interesujacym
wynikiem jest takze odkrycie, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna nie zalezy od calkowitej iloci zwiazkéw polifenolowych
zawartych w ekstraktach z lisci truskawki, czarnej porzeczki oraz jabloni ale od ich rodzaju. Dobrym przykladem jest
ekstrakt z lisci truskawki, ktéry wykazuje znacznie lepsza aktywnos¢ antyoksydacyjna niz ekstrakt z lisci jabtoni, ktory
zawiera dwukrotnie wigcej zwiazkéw polifenolowych. Wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktu z lisci czarnej jagody
przypisano obecnosci kwasu chlorogenowego. Waine, z poznawczego oraz praktycznego punktu widzenia, jest
poréwnanie wynikéw badafi prowadzonych na modelach lipidowych blon z wynikami badafi na btonach biologicznych
(blonach erytrocytéw). Chcac uzyskaé ten sam poziom ochronny blony erytrocytéw nalezy zastosowa¢ o okoto 30%
wyzsze stezenie ekstraktow, niz w stosunku do bton modelowych.

Uzupemhieniem badan natury biofizycznej byly badania mikroskopowe, ktére pozwolity wykaza¢ zmiany ksztattu
erytrocytéw potraktowanych ekstraktami. Ekstrakty w uzytym zakresie st¢zen od 0,01 do 0,1 mg/ml wywolywaty zmiany
ksztattu erytrocytow. W obrazie mikroskopowym dominowaty gtéwnie echinocyty, a przy wyzszych stgzeniach ekstraktow
ich formy o wyzszych indeksach morfologicznych tj. sferoechinocyty oraz sferocyty. Zgodnie z danymi literaturowymi,
zmiany te dowodza gromadzeniu si¢ czasteczek modyfikujacych blone cytoplazmatyczng gltéwnie w zewngtrznej
monowarstwie.

Badaniami dopeliajacymi wiedze o wptywie skladnikéw ekstraktow polifenolowych na wilasnosci blon
lipidowych jakie zostaly wykonane przez Doktorantke, sa pomiary metoda fluorymetryczng. Odpowiednio dobrane sondy
fluorescencyjne pozwolily wnioskowaé o uporzadkowaniu molekularnym blon erytrocytéw oraz wczesniej wspomnianych
liposoméw. Badania te pozwolily stwierdzi¢, ze substancje zawarte w ekstraktach z lisci jabloni, truskawki oraz czarnej
porzeczki, wiaza si¢ z hydrofilowa warstwa blony, zmieniajac jej uporzadkowanie, a konkretnie zmniejszajac je.
Najwigksze zmiany w uporzadkowaniu hydrofilowego obszaru blony zaobserwowano dla ekstraktu z lisci truskawki, ktory
wykazal takze najlepsze wiasnosci antyutleniajace. Trafnym uzupeinieniem tych badafi byly pomiary fluorymetryczne z
uzyciem innej sondy (DPH), dzigki ktérej mozna wnioskowaé o wplywie substancji modyfikujacych na wiasciwosci
fizyczne hydrofobowego obszaru blony. Badania te nie wykazaty znaczacych zmian w tym obszarze po modyfikacji blon
ekstraktami z lisci. Rezultaty do$wiadczen przeprowadzonych na blonach erytrocytow sa zgodne z wynikami uzyskanymi
dla liposoméw. Na podstawie tych obserwacji Doktorantka wnioskuje, ze zwiazki polifenolowe zawarte w ekstraktach nie
wbudowuja si¢ do czesci hydrofobowej blon ze wzgledu na brak zmian w ptynnosci tej warstwy.

Na szczegélna uwage zastuguja techniki badawcze stosowane przez Doktorantke. W badaniach oceny
antyoksydacyjnej stosowata technike spektroskopowa oparta na reakcji kwasu tiobarbiturowego z produktami utlenienia
tanicuchéw weglowodorowych oraz metode fluorymetryczng. Ta ostatnia technika, z odpowiednio dobranym zestawem
sond, pozwolily Jej takze bada¢ zmiany w uporzadkowaniu poszczeg6lnych warstw bton. Wnioskowanie na poziomie
molekularnym podparta takze wynikami obserwacji mikroskopowych — mikroskopia optyczng oraz mikroskopia
elektronowa. Wszystkie uzyskane wyniki pomiarowe poddane byly takze starannej interpretacji statystycznej
z wykorzystaniem pakietu Statistica. W trakcie realizacji swej pracy zapoznala si¢ takze ze spektroskopia masowa,
chromatografia cieczowa HPLC a takze ze sposobami ekstrakcji zwiazkéw polifenolowych z materiatu roslinnego.

Podsumowujac, Doktorantka postugujac si¢ wieloma technikami badawczymi wykazala wysoka aktywno$¢
biologiczna ekstraktéw z lisci wybranych roélin przy jednoczesnym braku toksycznosci w odniesieniu do erytrocytéw.
Wysoka skuteczno$é antyoksydacyjna badanych ekstraktow wynika z ich wiazania si¢ w hydrofilowym obszarze btony. Ich
obecno$é w tym obszarze powoduje, Zze tworza one barierg, ktora zabezpiecza blong przed atakiem wolnych rodnikéw.



Ponadto, wykazata Ona, ze w wyniku wiazania si¢ uzytych substancji z blona, nastgpuje wzrost jej wytrzymatosci na
zmiany ci$nienia osmotycznego w otaczajacym ja Srodowisku.

Nalezy takze podkresli¢ umiejetny dobér literatury, zaréwno we wstepach do poszczegdlnych artykutow jak
i dyskusji wiasnych wynikéw badan. Laczna ilo$¢ cytowanej literatury nie jest imponujaca jak na rozprawg doktorska
(razem 147 pozycji) ale jest norma w tego typu publikacjach. Jestem przekonany, ze wykonanie wszystkich zadan jakich
podjeta sie Doktorantka wymagato znacznie glebszych studiéw literaturowych.

Analizujac poszczegolne artykuly stanowiace rozprawg Pani mgr inz. S. Cyboran nasunglo mi si¢ kilka uwag
polemicznych oraz pytan. We wszystkich pracach okreslono zakres stezenn wprowadzanych odpowiednich ekstraktow
wyrazony w mg/ml. W pracy nr 4 podano ste¢zenia fizjologiczne do kilkudziesigciu nmol/dm’. Aby oceni¢ znaczenie
badanych ekstraktéw warto takze oszacowaé stezenie wybranych zwiazkow, wyrazone w tych samych jednostkach.

Do oceny utlenienia lipidéw stosowano technike oparta na zatozeniu, ze miarg utlenienia jest ilo$¢ powstatego
diladehydu malonowego, ktéry w obecno$ci kwasu tiobarbiturowego tworzy barwny addukt. Warto pamigtac, Ze ten
produkt utlenienia lipidow nie musi wystegpowa¢ we wczesnych etapach tego procesu.

W rozdziale po§wigconym hemolizie i opornosci osmotycznej erytrocytow, w pracy nr 3, opisano przygotowanie
erytrocytéw do dalszych eksperymentéw. Nie jest oczywiste dlaczego do badan hemolitycznych erytrocyty przemywano
czterokrotnie buforem fosforanowym a do badan opornosci osmotycznej tylko trzy razy. Ponadto, w badaniach
hemolitycznych erytrocyty inkubowane byly w temperaturze 37°C w czasie 0,5 godziny, natomiast w badaniach opornosci
osmotycznej dwa razy dluzej.

Badania technika fluorymetryczng z uzyciem sondy Laurdan pozwolily mierzy¢ zmiany uporzadkowania glowek
polarnych lipidéw tworzacych membrany, indukowane ekstraktami z wybranych lisci (truskawki i jabloni). Na podstawie
tych badan Doktorantka wnioskuje o spadku uporzadkowania hydrofilowego obszaru blon modyfikowanych
wspomnianymi ekstraktami. Warto mie¢ na uwadze to, ze aktywna czg$¢ sondy Laurdan lokuje si¢ w obszarze glicerolu
czasteczek lipidowych tworzacych membrany. Zmniejszenie uporzadkowania molekularnego na ,,wysokosci” glicerolu
powinno skutkowa¢ takze zmianami potencjatlu elektrycznego wynikajacego z rozktadu tadunkéw czeéci polarnych
czasteczek lipidowych. Zmiany te moga mie¢ istotne znaczenie w procesie transportu wielu substancji obdarzonych
ladunkiem elektrycznym, dlatego warto zasugerowa¢ dalsze badania tego zjawiska (np. wyznaczenie potencjatu zeta).

W pracy nr 3, na rysunku 3 nie zaznaczono udzialu sferocytow (4). Oprdcz tego ilo§¢ echinocytow (2)
modyfikowanych ekstraktem z liéci jabtoni o stezeniu 0,1mg/ml jest okoto dwa razy wigksza w poréwnaniu do ich ilosci
obserwowanych przy stezeniu 0,01 mg/ml. W przypadku dyskocytéw (0) obserwujemy odwrotna tendencjg, natomiast ilo$¢
dyskoechinocytéw (1) nie zalezy od stezenia ekstraktu. Czy wyjasnienie tego faktu mozna oprze¢ tylko na podstawie
preferencyjnego wbudowywania si¢ zwiazkéw polifenolowych do zewngtrznej warstwy blony erytrocytéw? (znaczenie
biatek cytoszkieletu).

Z biologicznego punktu widzenia trudno si¢ zgodzi¢ z cytowanym fragmentem, pochodzacym ze wstgpu pracy
nr.4: ...”Erythrocytes were treated as an examle and model of the cell and their membranes as a model of the biological
membrane. Liposomes were a one-component model membrane created from lipids extracted from the erythrocytes
membrane”. Erytrocyty sa komérkami biologicznymi (aczkolwiek znaczaco réznymi od innych komérek cztowieka) a ich
blona jest zbudowana z wielu rodzajéw lipidow, zatem liposomy z nich utworzone nie moga by¢ jedno-sktadnikowe.

W pracy nr 4 we wstepie umieszczono tabel¢ 1 opisujaca procentowy udzial poszczegdlnych skladnikéw
w ekstrakcie z lisci boréwki czarnej oraz wiele danych zwiazanych ze spektroskopia masowa, ktére nie maja znaczenia dla
tej pracy.

Z uwagi na to, ze rozprawe doktorska stanowia wszystkie cztery publikacje, wymienione uchybienia, ktore
zapewne umknely uwadze recenzentéw czasopism, nie obnizaja wysokiej jakosci catosci.

Doktorantka wykazata umiejetno$é poprawnego przedstawienia uzyskanych wynikoéw i ich interpretacji. Zadania
wynikajace ze wstepéw poszczeg6lnych artykutow zostaty prawidlowo wykonane, z wiasciwym doborem metod i technik
badawczych. Cenne jest takze potencjalne znaczenie aplikacyjne uzyskanych wynikéw w przemysle spozywczym oraz
kosmetycznym

Uwazam, ze rozprawa przewyzsza warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 18 marca
2011 r. o zmianie ustawy - Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lédzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Sylwii Cyboran do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, dnia 25 listopada 2013 dr hab. Krystian Kubica
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