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Recenzja pracy doktorskiej mgr Rafata Ziewieckiego pt. ,,Sposéb
otrzymywania roslinnych koniugatéw polifenolowo-polisacharydowych,
a ich struktura i wlasciwosci antykoagulacyjne”, wykonanej w Zaktadzie

Technologii Organicznej i Farmaceutycznej Wydziatu Chemicznego

Politechniki Wroctawskiej

Wraz z szybkim rozwojem technik analitycznych i chromatograficznych,
poszukiwanie nowych preparatéw roslinnych o wysokiej aktywnosci biologicznej staje
sie przedmiotem zainteresowania wielu $rodowisk akademickich i przemystowych.
Zespét prof. Romana Gancarza z Zaktadu Technologii Organiczne] |
Farmaceutycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej od lat jest
aktywny w tej dziedzinie badan.

Mgr. Rafat Ziewiecki pod kierunkiem prof. Gancarza wykonuje prace doktorskg
zatytutowang ,Sposob otrzymywania roslinnych  koniugatéw  polifenolowo-
polisacharydowych, a ich struktura i witasciwosci antykoagulacyjne”. Jest to
kontynuacja jego pracy dyplomowej wykonywanej réwniez pod kierunkiem prof.
Gancarza. Skierowanie uwagi Promotora i Doktoranta na choroby uktadu krazenia
jest ze wszech miar uzasadnione, jednakze argument, ze sg one przyczyng 31%
wszystkich zgonéw na $wiecie, bez odniesienia do wieku kiedy nastepuje zejscie, nie
dociera do mnie, choéby ze wzgledu na fakt, ze wszyscy kiedys musimy zakonczy¢
zycie. Zatem, jes$li dzieki postepowi medycyny $redni czas zycia wydtuzy sie do 90 —
100 lat, a choroby uktadu krazenia bedg gtéwng przyczyng odejscia z tego Swiata,
nie widziatbym w tym nic zlego. Abstrahujagc od tego niezbyt szczesliwego
uzasadnienia, nie ulega watpliwosci, ze choroby uktadu krgzenia sg problemem
dzisiejszej populacji, choc¢by dlatego, ze $redni czas zycia znacznie sie wydtuzyt, a
nie akceptujemy odejscia z tego swiata w wieku kiedy dopisuje sprawnos$¢ fizyczna i
intelektualna. Nie ulega watpliwosci, ze nietoksyczne preparaty roslinne, ktére sag
dobrze tolerowane przez organizm cztowieka i mogg by¢ przyjmowane kazdego dnia,
zapewniajgc utrzymanie uktadu krgzenia w dobrym stanie, to na pewno bardzo dobry

kierunek badan.



W czesci ogélnej pracy Doktorant charakteryzuje tzw. glikokoniugaty, do
ktorych zalicza sie glikoproteiny, proteoglikany, glikolipidy i glikokoniugaty
polifenolowe. Biorgc pod uwage cel pracy, obszerny fragment poswigca Doktorant
polisacharydom o wtasciwosciach antykoagulacyjnych, do ktérych przede wszystkim
nalezy heparyna i pokrewne polisacharydy zawierajace kwasy uronowe i grupy
siarczanowe. Omawia mechanizm krzepniecia krwi. Szczeg6ing uwage kieruje na
antykoagulanty wyodrebniane z roslin wyzszych. Podobnie jak heparyny zawierajg
one kwasy uronowe, a takze wiele innych popularnych monosacharydow, nie
zawierajg jednak reszt siarczanowych, lub posiadajg je w znikomych ilosciach. Ich
cecha charakterystyczng sg aglikony polifenolowe.

Kolejne fragmenty czesci ogélnej pracy Doktorant poswieca sposobom
wyodrebniania polisacharydéw, a wiec technikom ekstrakcji, doboru rozpuszczalnika
i temperatury. Omawia réwniez techniki badan strukturalnych glikokoniugatéw, takich
jak spektroskopia UV-VIS, IR i NMR, a takze metody chromatograficzne potaczone z
MS.

Nie ukrywam, ze uktad recenzowanej pracy jest dla mnie zaskoczeniem,
poniewaz cel pracy przedstawia Doktorant dopiero po czesci ogéinej. Rozumiem, ze
ztozony charakter badan sktonit Doktoranta do odwrécenia kolejnosci. Dla mnie
czes¢ ogélnal/literaturowa powinna jednak wynikaé z zamierzenn Doktoranta, byé
konsekwencjg przyjetego celu pracy, zatem powinna by¢ umieszczona w drugiej
kolejnosci.

Pierwszym obiektem badan mgr. Ziewieckiego sg koszyczki rumianku
pospolitego. Materiat roslinny zostaje poddany znanej w Zespole procedurze
izolowania biologicznie aktywnych sktadnikéw prowadzgc do produktu oznaczonego
M1, ktéry Doktorant analizuje na obecno$é¢ polifenoli, cukréw, kwaséw uronowych i
biatek potwierdzajac w ten sposéb sktad zblizony do opisanych juz wczes$niej w
literaturze. W preparacie dominujg polifenole i cukry proste takie jak: glukoza,
galaktoza, ksyloza, arabinoza, ramnoza, a takze kwasy gluko- i galaktouronowe.
Materiatu biatkowego jest ponizej 1%. Wstepna ocena wtasciwosci preparatu in vitro,
a potem tez in vivo wykazata, ze nie jest toksyczny. Kolejno przeprowadza mgr.
Ziewiecki szereg standardowych testéw oceniajgcych wtasciwosci wyodrebnionego
preparatu. Odnotowuje dziatanie antykoagulacyjne, chociaz stabsze od wzorcow.
Doktorant przeprowadzit réwniez badania oddziatywan preparatu z wybranymi
biatkami kaskady krzepniecia. Preparaty zostaty poddane ocenie przez wykonanie

widm IR i 1H NMR, ktére umozliwiaja jedynie odnotowanie charakterystycznych grup
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funkcyjnych i podstawnikéw takich jak aromatyczne aglikony, grupy hydroksylowe,
karboksylowe, czy tez terminalne grupy metylowe ramnozy i fukozy. Mysle, ze wigcej
danych dostarczylyby widma 13C NMR, ale wykonane przy pomocy aparatu o
znacznie wyzszym polu.

Badania in vivo na zwierzetach zostaty wykonane w Katedrze Patofizjologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, po akceptacji przez Lokalng Komisje
Etyczng do spraw Doswiadczen na Zwierzetach.

Szczegoing uwage poswieca Doktorant badaniom otrzymanych preparatéw z
biatkami kaskady krzepniecia krwi, badania te zostaty wykonane w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej, a nie Panstwowej, Akademii Nauk.
Do analizy oddziatywan z wybranymi biatkami, Doktorant uzywat sensor-chipéw typu
CM5. W toku analiz wykonanych przy pomocy biosensorow, Doktorant
zaobserwowat oddziatywania pomiedzy preparatem z rumianku M1 a
immobilizowanymi biatkami — trgbing i antytrombina.

Kolejnymi surowcami roslinnymi, ktére zostaty poddane badaniom to:
poziomka pospolita, jezyna fatldowana i gtég jednoszyjkowy. Preparaty do badan,
odpowiednio F1, R2 i C3, zostaty wyodrebnione w podobny sposéb i poddane
podobnym testom. Wykazaty réwniez zblizong aktywnos¢. Preparat z rumianku M1
na tle pozostatych okazat sie by¢ najbardziej swoisty w dziataniu inhibitorowym w
kompleksie a antytrombing wobec czynnika lla. Podobne wtasciwosci wykazywat
preparat z poziomki, ktéry dodatkowo wykazat sie najbardziej swoisty wobec
kofaktora heparyny II.

Analiza wynikéw badan sktonita Doktoranta do wprowadzenia modyfikacji do
wypracowanego w Zespole sposobu wyodrebniania. Zmiany te polegaty na
przesunieciu etapu odttuszczania materiatu, rezygnacji z uzycia rozpuszczalnikow
chlorowcowych i uzycie aparatu Soxhleta z workiem dializacyjnym. W efekcie w
trzech przypadkach uzyskano preparaty o stabszej aktywnosci antykoagulacyjnej w
porébwnaniu z procedurami niemodyfikowanymi. Wyjatkiem byt preparat z
koszyczkow rumianku M-3e dla ktérego aktywno$é byta poréwnywalna z preparatem
M1. W tej sytuacji Doktorant, przy pomocy dializy, poddat ten preparat usunieciu
zwigzkébw o matych i Srednich cigzarach czasteczkowych otrzymujgc M-m3, ktéry
miat mniejszg ilos¢ polifenoli, a dwukrotnie wyzszg ilo§¢ cukréw, w tym potowe
stanowity kwasy uronowe. Ten makroczgsteczkowy produkt stat sie obiektem
dalszych prac badawczych. W testach in vitro preparat M-m3 wykazat dwukrotnie
wyzszg aktywnos¢ antykoagulacyjng od preparatu M1. Dalsze optymalizacje
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procedury umozliwity zwiekszenie sumarycznej wydajnosci wyodrebnienia preparatu
M-m3 do okoto 7%. Preparat ten zawierat trzy frakcije o stosunkowo wysokiej
aktywnosci. Otrzymana droga chromatografii najbardziej interesujgca frakcja M-f1,
ktéra stanowita 2.3%, zawierata w czesci polisacharydowej kwas galaktouronowy, a
takze ksyloze, galaktoze i arabinoze.

Doktorant wykonat ogromng prace, demonstrujgc znakomite opanowanie
nowoczesnych metod separacji preparatéw biologicznych. Z trudnoscig moge
jednakze oceni¢ rozmiar wykonanej pracy, poniewaz nie zajmuje si¢ wyodrebnianiem
ani polisacharydéw, ani glikokoniugatéw. Podziwiam Doktoranta, ze zdecydowat sie
osobiscie wykonywac tak ztozone badania, a nawet podjg¢ bezposrednig asyste przy
doswiadczeniach na zwierzetach,.

Trzeba w tym miejscu przypomnieé¢, ze celem Doktoranta byto poszukiwanie
aktywnych antykoagulacynie preparatéw, a nie izolowanie okreslonych zwigzkow i
ich petna charakterystyka strukturalna, ktéra uwzglednia miejsca potgczenia
jednostek sacharydowych, a takze konfiguracje wigzan glikozydowych. Dlatego mgr.
Ziewiecki identyfikuje jedynie obecnos¢ zdefiniowanych monosacharydow i kwaséw
uronowych. Procentowy udziat sktadnikbw w czesci polisacharydowej, a takze
procentowy udziat polifenoli. okresla technika GC-MS, po uprzedniej hydrolizie,
redukcji i acetylowaniu mieszaniny. Istotnym elementem pracy jest, przede
wszystkim, zdefiniowana, mozliwa do powtérzenia procedura wyodrebniania
preparatu, a takze okre$lenie jego aktywnosci i poréwnanie jej z aktywnoscia
znanych zwigzkéw, z grupy heparyn.

Wyodrebnione przez Doktoranta preparaty otwierajg dalsze mozliwo$ci badan.
Dajg one duze szanse na znalezienie ro$liny i sposobu izolowania preparatu
polifenolo-polisacharydowego, ktéry oferowatby wysokg aktywnoS¢ i mozliwosé
uzycia w terapii schorzen ukfadu kragzenia.

Jestem pod wrazeniem liczby réznorodnych testéw starannie wykonanych
przez mgr. Ziewieckiego, ktére charakteryzuja aktywno$¢ wyodrebnionych frakgji
glikokoniugatéw. Materiat zgromadzony w pracy jest obszerny i interesujacy.
Interpretacja wynikéw badan aktywnosci przekonywujgca. Praca jest dobrze
napisana i zredagowana, ma staranng szate graficzna, znalezione drobne btedy nie
zmieniajg mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy.

Warto tez przypomnieé, ze mgr. Ziewiecki jest réwniez wspotautorem kilku

publikacji i licznych doniesien konferencyjnych, krajowych i zagranicznych.



Wprawdzie podobnych rozpraw doktorskich jak ta, ktéra podejmuje
wyodrebnianie i ocene aktywnosci biologicznej naturalnych preparatow, nie
recenzowatem w przesztosci, jednakze, biorgc pod uwage bogaty materiat i sposob
jego przedstawienia uwazam, ze rozprawa mgr. Rafata Ziewieckiego zastuguje na
wyroznienie.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Rafata
Ziewieckiego speilnia znakomicie wymagania Ustawy o Tytule Naukowym i
Stopniach Naukowych i w konsekwencji wnosze do Rady Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Doktoranta do

dalszych etapéw przewodu.
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