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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Rafata Ziewieckiego pt. ,.Sposob otrzymywania roslinnych
koniugatow polifenolowo-polisacharydowych, a ich struktura i wlasciwosci antykoagulacyjne”
wykonanej pod kierunkiem prof. zw. dr hab. inz. Romana Gancarza

Poszukiwanie zwiazkow pochodzenia roslinnego o ustalonej budowie, zdefiniowane;j
aktywnosci biologicznej i mechanizmach dziatania jest ciggle wyzwaniem dla wielu badaczy, ze
wzgledu na zapotrzebowanie w medycynie i rosnace wymagania jakosciowe. Przedstawiona do
oceny praca dotyczy opracowania nowego sposobu otrzymywania i analizy z kilku roslin
leczniczych, makroczasteczek o wlasciwosciach antykoagulacyjnych. Badania nad wydzielaniem
substancji roslinnych o okreslonych aktywnosciach biologicznych sa prowadzone w Swiecie,
jednak wciaz procedury otrzymywania zwigzkdw wymagaja doskonalenia, dostosowywania do
nowych mozliwosci analitycznych, warunkow technologii produkcji, standardow jakosci tak, aby
produkt posiadat okreslong czysto$¢, ustalona budowe bez jego degradacji, wysokg aktywnos¢ w
nizszych dawkach, co stanowi problemy do rozwiazania. Badania takie s3 wazne z punktu
widzenia biomedycznego, gdyz opracowanie metodologii pozwoli na poszukiwanie nowych
zwigzkéw w innym materiale roslinnym, dlatego tez podjecie tematu jest uzasadnione. Nalezy
podkresli¢, ze surowiec roslinny stawia przed badaczami specyficzne wymagania opracowania
odrebnej metodologii. Stad temat podjety jest bardzo aktualny, istotny tez ze wzgledu na potrzebg
wprowadzania nowych alternatywnych antykoagulantéw o swoistym mechanizmie dzialania.
Niniejsza praca jest kontynuacja programu badan prowadzonych w Zaktadzie Technologii
Organicznej i Farmaceutycznej na Wydziale Chemii Politechniki Wroctawskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma uklad stosowany w pracach doswiadczalnych,
typowy dla rozprawy doktorskiej i zawiera 180 stron maszynopisu, w tym 45 tabel i 61 rysunkow,
551 pozycji pismiennictwa, w wigkszosci (60%) z ostatniej dekady, ponadto wykaz stosowanych
skrotow.

We wstepie pracy nazwanym przegladem literaturowym autor wprowadza czytelnika w
zagadnienia polisacharydéw, glikoprotein, proteoglikanow i glikolipidéw aby na tym tle omowic



glikokoniugaty roslinne. Nastepnie interesujaco pokazuje polisacharydowe antykoagulanty
zwierzat, alg i roslin wyzszych, po przedstawieniu mechanizmu krzepnigcia krwi. Osobno omawia
sposoby otrzymywania polisacharydow, warunki ekstrakcji, krytycznie opisuje poszczegolne
parametry stosowanych procesow. Wreszcie charakteryzuje gléwne metody badan struktury
polisacharydow, w tym spektroskopii UV-VIS, FT-IR, NMR, takze GLC-MS. Wstep pracy jest
dobrze skonstruowany, napisany czytelnie, wszystkie czgsci przyporzadkowane przedmiotowi
badan, z wilasciwie dobranym pismiennictwem. Wstgp mogtby by¢ opublikowany jako praca
przegladowa ze wzglgdu na duzy stopien trudnosci jaki sprawiaja glikozaminoglikany, natomiast
tutaj zostaty pokazane pewne aspekty metodyczne, strukturalne, funkcjonalne i technologiczne.

Za cel badan wytyczono otrzymanie glikokoniugatdéw roslinnych z koszyczkéw rumianku
pospolitego, analize chemiczna i wlasciwosci antykoagulacyjnych produktéw preparacii,
poréwnanie takich produktow z kilku innych roslin, a nastgpnie ulepszenie metody preparacji
produktow aby otrzymaé zwiazki dziatajace bardziej specyficznie, wreszcie dobranie frakcji o
wysokiej czystosci i selektywnym dziataniu wobec okreslonych czynnikéw szlaku krzepnigcia
krwi. Cel zostal rzeczowo sprecyzowany i konsekwentnie realizowany w pracy.

Czes¢ eksperymentalna zawiera spis materiatow, odczynnikoéw oraz metod stosowanych
podczas badan. Opis metod badafn i eksperymentow jest poprawny, podany w sposob
wyczerpujacy. Dobor metod jest trafny dla realizacji zadan. Najpierw opisano proces ekstrakeji i
oczyszczania aktywnej mieszaniny, po czym modyfikacje¢ tej metody, dalej metody analityczne po
czym przedstawiono kilka roznych testéw badania aktywnosci antykoagulacyjnych, interakcji z
biatkami osocza metoda plazmonowego rezonansu powierzchniowego. W ramach biologicznych
badan mechanizméw aktywnosci antykoagulacyjnych przeprowadzono analiz¢ hamowania
dzialania kilku czynnikéw metodami wczesniej opisanymi oraz zmodyfikowanymi przez autora,
testow zardwno in vitro jak tez z uzyciem szczurzego modelu zwierzgcego.

Otrzymane wyniki przedstawiono jasno i rzeczowo, zostaly dobrze udokumentowane na
rycinach i w tabelach, kazdy rozdzial jest poprzedzony krétkim wprowadzeniem. Wpierw
okreslono kilkoma testami wiasciwosci antykoagulacyjne wytypowanego i wydzielonego
preparatu z rumianku, oraz jego sklad chemiczny. Tutaj pojawia si¢ pytanie czy surowiec w
postaci linii komorkowej lub sadzonek z danej linii motby by¢ lepszym materiatem wyjsciowym
niz surowiec z réznych stanowisk. Produkt wykazywat swoiste oddzialywanie z antytrombina, co
potwierdzono w testach w ukladzie dynamicznym. Nastepnie autor otrzymal preparaty z ziela
poziomki, jezyny i kwiatu glogu, z ktérych preparat z poziomki wykazywatl swoistg aktywnos¢
antykoagulacyjng przez wigzanie z kofaktorem heparyny II. Nastepnie autor zmodyfikowal
metode preparacji substancji aktywnej poprzez wstepne odtluszczenie materiatu, zaniechanie
uzycia chloroformu, a wprowadzenie aparatu Soxhleta z etapem ultrafiltracji, co pozwolifo na
uzyskanie aktywnego preparatu, polepszenie procesu technologicznego i wydajnosci. Kazdy etap
badan otrzymywania aktywnych frakcji produktu byl analizowany pod wzgledem aktywnosci
antykoagulacyjnych, oddziatywania z czynnikami tego szlaku, przyblizania mechanizmu



dzialania, badania sktadu chemicznego szerokim panelem metod. W rezultacie autor poprawit
metodyke otrzymywania swoistej aktywnej frakcji, otrzymat zdefiniowany produkt i dopracowat
metodyke analizy otrzymanego materiatu. Tutaj pojawiaja si¢ pytania, czy probowano uzywac
zywic jonowymiennych do frakcjonowania lub doczyszczania takich produktow, oraz czy jest
mozliwe uzyskanie podobnych aktywnych zwiazkéw w warunkach niealkalicznych bez degradacji
alkalilabilnych funkcji by¢ moze korzystnych, czyli jak dalece produkt odbiega od natywnego
sktadnika wydzielanego innymi sposobami ekstrakcji.

Dyskusja jest dobrze przeprowadzona, kolejne doswiadczenia i wyniki sa omawiane
krytycznie zarbwno w czesci badawczej jak i w podsumowaniu wynikow, metody i wyniki sa
poréwnane do danych z pismiennictwa. Poszczegdlne etapy pracy sa rzeczowo uzasadniane i
konsekwentnie i logicznie wyciagane wnioski z kolejnych dos$wiadczen stuza calosciowej
realizacji zamierzonego celu. Autor w oparciu o wczesniej uzyskane wyniki Zespotu i dane z
pismiennictwa opracowal procedure otrzymywania i analizy preparatu leczniczego o aktywnosci
antykoagulacyjnej. Badania te beda kontynuowane in vivo ze wzglgdu na zapotrzebowanie na tego
rodzaju nietoksyczne terapeutyki. Pytania ktore nasuwaja si¢ dotycza analizy masy czasteczkowej
metoda chromatografii podzialowej SEC, dlaczego uzyto wody skoro w roztworze soli uzyskano
lepszy rozdzial, tak jak na rys. 3.4.1.1, gdzie skadinad przydatny bytby wykres UV-VIS, co
pozwolitby na bardziej zdecydowane twierdzenie Zze mamy do czynienia z koniugatem
polisacharydowo-polifenolowym.

Uwagi krytyczne natury redakcyjnej zostaly zaznaczone na marginesie pracy i chociaz nie
majg znaczenia merytorycznego i nie wplywaja na ogélng bardzo dobra oceng pracy, nalezy je
odnotowa¢ i uwzgledni¢ przed wystaniem manuskryptu do druku. Na rycinie 1.1.1 podano bigdnie
anomerie disacharydow, na str. 9 niezbyt fortunny wydaje si¢ termin ,,wytrawianie metanolem”
moze lepiej ,traktowanie metanolem”, na str. 16 powinno by¢ ,.3-deoksy-D-manno-2-
oktulozonowy™, takze na str. 50, w tabeli 1.4.1.1.1 mowa o 6-deoksyheksozach, na str. 17, 1. 6 od
gory, powinno by¢ ,resztami acylowymi”. Na str. 18 jest mowa o powstawaniu koniugatéw za
posrednictwem wigzan wodorowych i hydrofobowych, podczas gdy cytowane prace [40-42]
mowig raczej o kompleksowaniu polifenoli z polisacharydami. Nalezy sprawdzi¢ na str. 19 1. 1 od
gory wartos¢ 2000000 kDa. W tabeli 1.2.3.1 oraz 4.3 nalezy podac nazwy rodzajowe organizmow.
Na str. 51 i innych skrétowo zapisana jest chromatografia gazowo-cieczowa, a w rozwinigciu
mowa o gazowej. Pochodne sg silylowe. Lepszy jest termin biosensor jak na str. 78 niz sensor-
chip. Na str. 80 niejasny jest drugi akapit, w ktérym zdania sa niekopletne, takze w tabeli 3.2.4.1.
Na rys. 3.1.6.2 korekty wymaga podpis jednego z czynnikdw. Na str. 132 odnosi si¢ do rozdziatu
3.3.6, ale nie ma takiego w pracy. Na str. 149, powierzchniowy rezonans plazmonowy,
spektroskop IR, na str. 155 spektrometria masowa, dalej, nie jest jasne przy neutralizacji roztworu
NaOH przez NaOH, na str. 153 czy roztwor fenolu byt o stezeniu 9g/ml, na nastgpnej str. wzor
sumaryczny Na,CsHsOg lepiej podaé¢ dokladniej, na str. 155 redukcja i acetylacja hydrolizatu

zamiast preparatu roslinnego, na str. 157 mowa o zdrowym pacjencie, w poz. 309, 328



pismiennictwa zmieniono nazwiska. Uwagi te wynikajg z obowigzku recenzenta, ale nie wplywajg
na wartos¢ merytoryczna ocenianej pracy.

W podsumowaniu chcg podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidlowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi nowe elementy do wiedzy o substancjach roslinnych o
okreslonych aktywnosciach biologicznych, metodologii ich pozyskiwania w skali technologiczne;j.
Autor wprowadzit kilka modyfkacji do metod preparacji i analizy, zastosowat szeroki panel metod
charakterystyki otrzymywanych substancji zaréwno biologicznych jak tez chemicznych przez co
praca pozwala przyblizy¢ zastosowanie uzyskanych produktow. Wypracowane w tej pracy
warunki otrzymywania i analizy antykoagulantow stanowia cenne zrodo danych referencyjnych.
Doktorant wykazal si¢ znajomoscia pisSmiennictwa, ktore jest wiasciwie wykorzystane, co
dowodzi swobodnego poruszania si¢ w omawianym zagadnieniu. Uzyskane wyniki maja duze
znaczenie aplikacyjne.

Uwazam, ze rozprawa mgr Rafatla Ziewieckiego zawiera oryginalny material
doswiadczalny i spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki. Dlatego
wnioskuje do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o przyjecie tej pracy
doktorskiej i dopuszczenie mgr Rafata Ziewieckiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Pozwole sobie ztozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie tej pracy ze wzgledu na duza
warto$¢ merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czesci doswiadczalnej rozprawy.
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