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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ini- Sylwii Cyboran pt.

,,Aktywno56 biologiczna ekstrakt6w z liSci rvybranych ro5lin w odniesieniu do blon biologicznych i
modeli lipidowych blon"

RozprawE doktonkq stanowi4 cztery opublikowane prace, z cz.ego trzy w czasopismach zListy
Filadelfijskiej:

l. Sylwia Cyboran, Dorota Bonarska-Kujawa, Ireneusz Kapusta, Jan Oszniafiski, Halina Kleszczytlska
(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 Kleszczyrlska (2011) Extracts
from apple leaves and fruits as effective antioxidants, Journal of Medicinal Plants Research 5,2339-
naT Qspkt.)

3. Sylwia Cyboran, Jan Oszmiafski, Halina Kleszczyfrska (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 Oszmiariski, Halina Kleszczyrlska (2013) Modification of the lipid phase of
biological and model membranes by bilberry leaf extract, Food Biophysics, DOI 10.1007/sl1483-013-
9309-0, (IF 1,642, 30pkt.)

W dalszej czgsci recenzji bEdg siq odwolywal do poszczeg6lnych publikacji podajqc prz,lpisany wy2ej
kolejny numer.

Wszystkie wymienione prace majq charakter do$wiadczalny, stanowi4 zwarty cykl
monotematycmy, dolycz4cy zagadnienia wplywu wybranych ekstrakt6w roSlinnych na wlasno5ci blon
biologicanych i modelowych.

W przedstawionym cyklu artykul6w mgr irrt. Sylwia Cyboran jest trzy razy wymieniona jako

pierwszy autor. Zgodnie z oSwiadczeniami wsp6lautor6w procentowy udzial Doktorantki
w poszczeg6lnych pracach wynosi: 40o/o,30Yo, 50oh oraz 5V/o.

Na rozprawg doktorsk4 skladajq sig, wymienione ju2 publikacje, ponadto 6 komunikat6w
konferencyjnych (w tym 4 migd4marodowe), o6wiadczenia wsp6lautor6w na temat udzialu
w poszczegdlnych pracach. CaloSci poprzedzonajest poprawnie zredagowanym streszczeniem wjqzyku
polskim oraz angielskim, ll6re zatSrtulowano podsumowaniem.

Celem rozprawy jest okreSlenie akrywnoSci biologicznej ekstrakt6w polifenolowych z liSci

wybranych drzew i lrzew6w oraz badanie mechanizm6w molekularnych oddzialywan skladnik6w
w nich zawartych z blonami biologicznymi. Podjgty tu problem jest wa2ny ze wzglgdu na prozdrowotne

wlasnoSci zwiryk6w zawartych w badanych ekstraktach wykazuj4cych miqdzy innymi dzialania
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwgrzybiczp oraz przeciwbakteryjne. Skutki dzialania na
organizm tych zwi4zk6w najczgsciej kojarz4 sig z diet4 bogat4 w owoce. W ocenianej rozprawie
zwr6cono tak'ze uwagq na mo2liwoSd dostarczania organizmowi bezpiecznej iloSci tych zwi47k6w
w postaci ekstrakt6w z liSci jabloni, truskawki, czamej porzeczki oraz bordwki czarnej. Bior4c pod

uwagQ czasopisma naukowe, kt6re s4 podstawq rozprawy doktorskiej, w szczeg6lnoSci Journal of
Medical Plant Research oraz Food Biophysics, przedstawione w nich wyniki badan sA w zakresie
zainteresowaf przemyslu spoZywczego oraz kosmetycznego ze wzglgdu na wlasnosci konserwuj4ce jak

i prozdrowotne tych ekstrakt6w. Prace tego typu nie tylko wzbogacajq nasz4 wiedzg ale stanowi4 takZe
przyczynek do tak po24danej wsp6lpracy nauki z przemyslem.



Oceniajqc rozprawg doktorskq Pani mgr in2. Sylwii Cyboran warto om6wid jej bogaty warsztat badawczy.

Badania prowadzone byty na erytrocytach, izolowanych blonach eryfocyt6w atakze na liposomach utworzonych z lipid6w

izolowanych z erytrocytdw. Taki dob6r obiekt6w badaf pozwolit oceniC maczerie samej fazy lipidowej w analizie

oddzialywa{ molekularnych badanych zwiq.zk6w polifenolowych z blonami biologicmymi, Badania z ulyciem

erytrocyt6w dotyczyly aktywnoSci hemolitycmej skladnik6w wspomnianych ekstrakt6w. Eksperymenty te zostaly

przeprowadzone w zakresie ste2eri (0,01-0,5) mg/ml, macnie przekaczajqcych stg2ania fzjologiczne i nie wykazaty

destrukcyjnego dzialania w kontakcie z blonami erytrocyt6w. Interesujecym uzupehrieniem tych badaf bylo sprawdzenie

opornoSci osmotycmej krwinek. Zamiarg odpomoSci osmotycznej przyjqto warto5d parametru C5e, definiowanego poprzez

stqZenie roztworu NaCl, kt6ry indukuje 50% hemolizg eryhocy46w. Badania te wykazaly,2e ekstrakfy z liSci jabloni oraz

truskawki w stg2eniu 0,01 mg/ml (zrncmie niZsrym od maksymalnych stgZerl stosowanych w badaniach hemolitycznych)

zwigkszaj4 opornoSd osmotyczn4 erytrocyt6w, co naleZy uanad jako jeden z aspekt6w ich prozdrowotnego maczenia.

Ekstrakfy nie tylko nie uszkadzajqblon kom6rek l<rwi ale zwiEkszaj4wytrzymaloSd blon erytrocyt6w.

Kolejnym zadaniem badawczym poruszonym przed Doktorantkg bylo okreSlenie zdolnoSci antyoksydacyjnej

wspomnianych ekstrakt6w. Tu naleLy wspomniei, 2e badania te poprzedzone byty analizq iloSciowq i jako5ciow4

stosowanych ekstrakt6w. Wyniki badafi z uZyciem ekstrakt6w ro3linnych por6wnywane byty z antyoksydacyjn4

aktyvrnoScie standardowego przeciwutleniacza Troloxu@. W badaniach tych astosowano dwa rodzaje czynnik6w

utleniajqcych: chemiczny - AAPH oraz fizycmy - promieniowanie UVC. Wnikliwa analiza uryskanych rezultat6w
pozwolila stwierdzii, 2e ekstrakt z li5ci truskawki jest r6wnie skutecmym antyoksydantem jak Trolox@. Interesuj4cym

wynikiem jest takZe odkrycie, Ze aktywnosd antyoksydacyjna nie zaleZy od calkowitej iloSci zwi44k6w polifenolowych

zawartych w ekstraktach z liSci truskawki, czamej porzeczki oraz jabloni ale od ich rodzaju. Dobrym przykladem jest

ekstralc z li3ci truskawki, kt6ry wykazuje macmie lepszqaktywnoS6 antyoksydacyjnqni? ekstrakt z li6ci jabloni, kt6ry

zawiera dwulaotnie wiqcej zwiAzk6w polifenolowych. Wysok4aktywnosC antyoksydacyjnqekstraktu z liSci czarnej jagody

prrypisano obecnoSci kwasu chlorogenowego. Wa2ne, z pozrlrawczego oraz praktycznego punktu widzenia, jest

por6wnanie wynik6w badari prowadzonych na modelach lipidowych blon z wynikami badan na blonach biologicznych
(blonach eryhocyt6w). Chc4c uzyskad ten sam poziom ochronny blony eryFocyt6w naleZy zastosowaC o okolo 30%

wyhsze stE2enie ekstrakt6w, niZ w stosunku do blon modelowych.

Uzupelnieniem badarl natury biofizycznej byty badania mikroskopowe, kt6re pozwolily wykaza( aniany ksztaltu

erytrocyt6w potra*lowanych ekstraktami. Ekstrakty w uZlrtym zakresie stQzefi od 0,01 do 0,1 mg/ml wywotywafy miany
ksaaltn erytrocyt6w. W obrazie mikroskopowym dominowaty gl6wnie echinocyty, aprzy Wrsrych stgzeniach ekstrakt6w
ich formy o wy2szych indeksach morfologiczrych tj. sferoechinocyty oraz sferocyty.Zgodnie z danymi literaturowymi,
mriany te dowodzq gromadzeniu sig cz4steczek modyfikuj4cych blong cytoplazmatyczn4 gl6wnie w zewngfznej
monowarstwie.

Badaniami dopehiajqcymi wiedzg o wptywie skladnik6w ekstrakt6w polifenolowych na wlasnoSci blon
lipidowych jakie zostaly wykonane przez Doktorantkg, s4 pomiary metodq fluorymetrycm4. Odpowiednio dobrane sondy
fluorescencyjne pozwolily wnioskowad o uporz4dkowaniu molekularnym blon erytrocyt6w oraz wcze6niej wspomnianych
liposom6w. Badania te pozwolily stwierdzii, 2e substancje zawarte w ekstraktach z liSci jabloni, truskawki oraz czamej
porzecz)<t, wiq2a sig z hydrofilowq warstwe blony, mtieniajqc jej uporzqdkowanie, a konkretnie zrnniejszajqc je.

Najwigksze zrniany w uporz4dkowaniu hydrofilowego obszaru blony zaobserwowano dla ekstraktu z liSci truskawki, kt6ry

wykanl tak2e najlepsze wlasnoSci antyutleniaj4ce. Trafrrym uzupetrieniem tych badan byty pomiary fluorymetryczne z

uZyciem innej sondy (DPH), dziEki kt6rej mo2na wnioskowa6 o wptywie substancji modyfikuj4cych na wlaiciwoSci

fizycme hydrofobowego obszaru blony. Badania te nie wykazaty nraczqcych zmian w fym obszarze po modyfftacji blon

ekstraktami z liSci. Rezultaty do3wiadczef przeprowadzonych na blonach erytrocyt6w sq zgodne z wynikami uzyskanymi
dla liposom6w. Na podstawie tych obserwacji Doktorantka wnioskuje, 2e zuit4zki polifenolowe zawarte w ekstraktach nie

wbudowuj4sig do czqsci hydrofobowej blon ze wzglqdu na brak zrnian w ptynno3ci tej warstwy.

Na szczeg6lne uwagQ zastuguj4 techniki badawcze stosowane przez Doktorantkg. W badaniach oceny

antyoksydacyjnej stosowala technikg spekhoskopow4 opart4 na reakcji kwasu tiobarbiturowego z produktami utlenienia
laficuch6w wgglowodorowych oraz metodp fluorymetrycnrq. Ta ostatnia technika, z odpowiednio dobranym zestawem

sond, pozwolity Jej takze badaC zmiany w uporzqdkowaniu poszczeg6lnych warstw blon. Wnioskowanie na poziomie

molekularnym podparla takZe wynikami obserwacji mikroskopowych * mikroskopi4 optyczle oraz mikroskopi4
elektronow4. Wszystkie uzyskane wyniki pomiarowe poddane byty takZe starannej interpretacji statystycznej
z wykorzystaniem pakietu Statistica. W trakcie realizacji swej pracy zapomala sig tak2e ze spektroskopiq masow4

chromatografi4cieczowqHPLC atak re ze sposobami ekstrakcji zwiqgk6w polifenolowych z materialu roSlinnego.

Podsumowuj4c, Doktorantka posluguj4c sig wieloma technikami badawczymi wykazala wysok4 aktywnoS6

biologiczr4 ekstrakt6w z li5ci wybranych roSlin przy jednoczesnym braku toksyczro6ci w odniesieniu do erytrocy6w.

Wysoka skutecznoSC antyoksydacyjna badanych eksfiakt6w wynika z ich wi4Tania sig w hydrofilowym obszarze blony. Ich

obecnoSd w tym obszarze powoduje, 2e tworzq one barierg, kt6ra zabezpiecza blonq przed atakiem wolnych rodnik6w.



Ponadto, wykazata Ona, 2e w wyniku wi4zania sig u2Srtych substancji z blon4 nastqpuje wzrost jej wyfzymaloSci na

zmiany ciSnienia osmotyczrego w otaczaj4cym jq Srodowisku.

Nale2y takZe podkreSliC umiejqtny dob6r literatury, zar6wno we wstppach do poszczeg6lnych artykul6w jak

i dyskusji wlasnych wynik6w badan. l-4cma ilo$C cytowanej literatury nie jest imponuj4ca jak na rozprawQ doktorsk4

(razem 147 pozycji) ale jest nonne w tego typu publikacjach. Jestem przekonany, 2e wykonanie wszystkich zadan jakich

podjqla siQ Doktorantka wymagalo ntacmie glgbszych studi6w literaturowych.

Analizuj4c poszczeg6lne artykuty stanowi4ce rozprawe Pani mgr inz. S. Cyboran nasunglo mi sig kilka uwag

polemicznych oraz pytari. We wszystkich pracach okre6lono zakres stq2rcri wprowadzanych odpowiednich ekstrakt6w

wyraZony w mg/ml. W pracy nr 4 podano stg2enia fizjologicme do kilkudziesigciu nmoVdm'. Aby oceni6 maczenie

badanych ekstrakt6w warto takZe oszacowai stg2enie wybranych zwi47k6w, wyraZone w tych samych jednostkach.

Do oceny utlenienia lipid6w stosowano technikg opart4 na zaloheniu, 2e miarq utlenienia jest iloSC powstalego

diladehydu malonowego, kt6ry w obecnoSci kwasu tiobarbiturowego tworry barwny addukt. Warto pamiQtaC, 2e ten

produkt utlenienia lipid6w nie musi wystgpowaC we wczesnych etapach tego procesu.

W rozdziale po5wigconym hemolizie i opornoSci osmotycznej erytrocyt6w, w pracy nr 3, opisano przygotowanie

erytrocyt6w do dalszych eksperyment6w. Nie jest oczywiste dlaczego do badan hemolitycznych erytrocyty przemywano

czterokrotnie buforem fosforanowym a do badari opornoSci osmotycznej tylko trzy razy. Ponadto, w badaniach

hemolitycznych erytrocyty inkubowane byty w temperaturze 37oC w czasie 0,5 godziny, natomiast w badaniach opornoSci

osmotyczrej dwz razy dluzej.

Badania technikq fluorymetrycnqz :u4.l.ciem sondy Laurdan pozwolity mierzyf, zmiany uporz4dkowania gl6wek

polarnych lipid6w tworzqcych membrany, indukowane eksfaktami z wybranych liSci (truskawki i jabloni). Na podstawie

tych badan Doklorantka wnioskuje o spadku uporz4dkowania hydrofilowego obszaru blon modyfikowanych
wspomnianymi ekstraktami. Warto mieC na uwadze to, 2e aktywna czg56 sondy Laurdan lokuje sig w obszarze glicerolu

czqpteczek lipidowych tworzqcych membrany. Zmniejszenie uporz4dkowania molekularnego na ,,wysokoSci" glicerolu
powinno skutkowad takae mtianami potencjalu elektrycznego wynikaj4cego z rozkladu ladunk6w czgSci polarnych

cz4steczek lipidowych. Zmiany te moge mied istotne maczenie w procesie fansporfu wielu substancji obdarzonych
ladunkiem elekuycznym, dlatego warto zasugerowad dalsze badania tego zjawiska (np. wyznaczenie potencjalu zeta).

W pracy nr 3, na rysunku 3 nie zamaczono udzialu sferocytdw (4). Opr6cz tego iloS6 echinocyt6w (2)

modyfftowanych ekstraktem z li5ci jabloni o stg2eniu 0,lmg/ml jest okolo dwa razy wigksza w por6wnaniu do ich ilo6ci
obserwowanychprzy stg2eniu 0,01 mglml. W prrypadku dyskocyt6w (0) obseruujemy odwrotn4tendencjg, natomiast iloSC
dyskoechinocyt6w (l) nie zalety od stg2nnia ekstraktu. Czy wyjaSnienie tego faktu mozra oprze( tylko na podstawie
preferencyjnego wbudowywania sig zwi4pk6w polifenolowych do zewngtrznej warstwy blony erytrocyt6w? (znaczenie

biatek cytoszkieletu).

Z biologicznego punktu widzenia trudno sig zgodziC z cytowanym fragmentem, pochodz4cym ze wstQpu 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". Erytrocyfy s4 kom6rkami biologicznymi (aczkolwiek maczqco r62nymi od innych kom6rek czlowieka) a ich

blona jest zbudowana z wielu rodzaj6w lipid6w, zatem liposomy z nich utworzone nie mog4byC jedno-skladnikowe.

W pracy nr 4 we wstqpie umieszczono tabelq I opisuj4cq procentowy udzial poszczeg6lnych skladnik6w

w ekstrakcie z li5ci bor6wki czarnej oraz wiele danych zvtiqzanych ze spektroskopiq masow4 ktdre nie majqmaczenia dla

tej pracy.

Z uwagi na to, ze rozprawQ doktorsk4 stanowiq wszystkie cztery publikacje, wymienione uchybienia, kt6re

zapewne umknely uwadze recenzent6w czasopism, nie obni2aj4 wysokiej jakodci calo6ci.

Doktorantka wykazala umiejgtnoSC poprawnego przedstawienia uzyskanych wynik6w i ich interpretacji. Zadarrta

wynikaj4ce ze wstgp6w poszczeg6lnych artykul6w zostaly prawidlowo wykonane, z wla6ciwym doborem metod i technik

badawczych. Cenne jest tak2e potencjalne znaczenie aplikacyjne uzyskanych wynik6w w przemySle spo2ywczym oraz

kosmetycznym

Uwa2am, zerozprawaprzewylszawarunki stawiane rozprawom doktorskim okre5lone w Ustawie z dnia 18 marca

20ll r. o zrrianie ustawy - Prawo o szkolnictwie wy2szym, ustawy o stopniach naukowych i brtule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego wnoszQ do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tr 6dzkiego o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie mgr in2. Sylwii Cyboran do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

dr hab. Krystian Kubica
r i . / f i

J. . U",Mrs-
Wroclaw, dnia 25 listopada 2013


