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Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Ewy Klepacz,
pt.. ,Naturalne polifenole i ich glikozydy jako zwigzki kompleksujgce jony wapnia i ich
potencjalne zastosowanie w terapii kamicy nerkowej ”,
wykonanej w Zakiadzie Technologii Organicznej i Farmaceutycznej
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej,
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Romana Gancarza

Poszukiwanie nowych lekéw, skutecznych w terapii coraz powszechniej
diagnozowanych choréb, jest jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajgcych sie sfer
aktywnosci badawczej. Jezeli za$ poszukiwania dotyczg substancji aktywnych
pozyskiwanych ze Zrédet naturalnych, o ustalonej renomie w tzw. medycynie ludowej, efekty
tych dziatan — leki pochodzenia naturalnego, zyskujg szczegdlng aprobate chorych i ciesza
sie zainteresowaniem przedsigbiorstw farmaceutycznych.

Przedstawiona do oceny praca dotyczgca poszukiwan naturalnego preparatu
roslinnego, ktéry mogtby by¢ stosowany w terapii kamicy nerkowej, jest bardzo dobrym
przyktadem holistycznego podejscia do problemu badawczego. Pani mgr inz. Ewa Klepacz
wykorzystata dostepne informacje naukowe oraz przekazy medycyny Iludowe] do
wytypowania okreslonych organéw roslin zawierajgcych poszukiwane substancje, po czym
okreslita wybrane witasciwosci ekstraktéw z tych matryc, pod katem oddziatywania na
modelowe i rzeczywiste ztogi wapniowe wystepujace w uktadzie moczowym.

Chec petnego przedstawienia wielowagtkowego toku badan znalazta odzwierciedlenie
w obszernosci dysertacji, ktéra liczy dwiescie trzynascie (213) numerowanych stron oraz
trzydziesci (30) stron nienumerowanych (zatgcznik) zawierajgcych  fotografie,
chromatogramy, widma i tabele. Te ostatnie chociaz z nagtéwkiem ,Tabele korelacje” sg w
istocie zestawieniami grup danych i niestety nie zawieraja informacji uzasadniajgcych taki ich
tytut. Cheé prezentacji wszystkich uzyskanych wynikéw jest naturalng cechg mtodych
badaczy, szkoda jedynie, ze w przypadku niniejszej dysertacji, zbiory danych, szczegdinie



fotografii i chromatograméw, prezentowane w zataczeniu, nie zawierajg informacji
umozliwiajgcych ich nalezyta identyfikacje. Nie towarzyszg im bowiem ani tytuty, ani legendy
odnoszgce sie do konkretnych do$wiadczen i oméwionych wczesniej wynikéw. Nie pomaga
w tym réwniez ,Spis tresci”, utworzony gtéwnie z réownowaznikdw zdan, a przez to
ogodlnikowo informujgcy o zawartosci wyréznionych czesci pracy. Kontynuujgc omoéwienie
kompozycji dysertacji Pani mgr inz. Ewy Klepacz, chciatbym wrdci¢ uwage na brak
streszczenia oraz brak wykazu zastosowanych (na szczescie nielicznych) skrotow.
Chciatbym tez zauwazyé, zaznaczajac, iz jest to opinia subiektywna, ze rozdzielenie opisu
zastosowanych metod badawczych; podanie informacji ogdinych - stricte teoretycznych i
czesci informacji szczegétowych jako poczatkowych podrozdziatéw rozdziatu 8 (str. 85-99) i
ulokowanie pozostatych, nie mniej istotnych informacji metodycznych w rozdziale
jedenastym (str. 189-195) - ostatniej czesci tej relacji, utrudnia Sledzenie omawianych
wynikow, wymaga bowiem nieustannego wertowania pracy. Uwazam, ze w przypadku
niniejszej pracy, w ktérej zastosowano wiele réoznych procedur badawczych, w tym procedur
analitycznych, kompletny i szczegétowy opis metod poprzedzajacy omoéwienie wynikéw,
bytby znacznie lepszym rozwigzaniem.

Na opis merytoryczny zagadnien przedstawionych w zwartej formie jako zatozenia i
cel pracy, skitadaja sie: omoéwienie podstawowych cech polifenoli, w tym aktywnosci
prozdrowotnej tych substancji, krétka informacja poswiecona roli jondw metali w
organizmach zwierzat, a w szczegdlno$ci ludzi, szereg zagadnien poswieconych tworzeniu
kompleksow jondw metali, zbiér informacji o roslinach stosowanych w terapii kamicy
nerkowej oraz o substancjach aktywnych wyodrebnionych z tych roslin. Te czes¢ pracy
konczy kompendium poswigcone etiologii oraz sposobom leczenia kamicy nerkowej. Wérod
wielu réznorodnych informaciji literaturowych, szczegéinie interesujgco przestawione zostaty
zagadnienia dotyczace potaczen chemicznych polifenoli i ich pochodnych, z jonami metali.

Opisujac powstawanie komplekséw jonéw metali z polifenolami (5.4.3) Autorka
wspomina rowniez o podjednostkach cukrowych wchodzacych w skiad struktur ligandéw, po
czym koncentruje sie jedynie tworzeniu potgczen z grupami funkcyjnymi flawonoidéw. Z
lektury poprzedniego podrozdziatu (5.4.2) wynika, ze ,alkohole cukrowe” takze tworza
kompleksy z jonami wapnia. Czy zatem 2znane sg przyktady tworzenia potgczen
rownoczesnie, przez podjednostki cukrowe i podjednostki polifenolowe tej samej molekuty
glikozydu polifenolowego z jonami metali? Komentarz w tej materii bytby interesujgcym
uzupetnieniem odpowiednich watkéw dysertac;ji.

Wspomniana wczesniej obszerno$¢ pracy, wynikajagca z mnogosci watkow,
niewatpliwie wptyneta na pojawienia sie niescistosci edytorskich. Poniewaz nie spotkatem sie
do tej pory z dysertacjg pozbawiong tego typu bteddw, z obowigzku recenzenta zwracam
uwage jedynie na niektore, wystepujgce w czesci teoretycznej.



str.9 Czy mozna izolowac¢ preparat, jak sugeruje Autorka formutujgc cele swoich badan ?
str.11 We wzorze przyktadowej struktury tanin brakuje podwéjnego wigzania w pierscieniu
aromatycznym, a sam podpis sugeruje tozsamos$¢ pojeé ,taniny” oraz ,galotanina” co nie jest
prawda.

str. 12 Brakuje wyjasnienia jaki charakter chemiczny posiadajg podstawniki R'- R® we
wzorze przyktadowej struktury ,antocyjanin’. W przypadku rozrézniania zwigzkow
polifenolowych to istotna kwestia.

str.13 Z tresci nie wynika, czy w akapicie po$wieconym dziataniu przeciwzapalnemu
polifenoli, stwierdzenie: ,...pomagaja w redukcji azotanéw i azotynéw...” dotyczy procesu
chemicznego — redukcji, czy obnizenia stezenia tych zwigzkdéw.

str. 14 Autorka podaje informacje: ,Metale stanowig gtéwne miejsce katalityczne enzymu ...”,
z ktdrg trudno sie zgodzi¢, gdyz nie wszystkie enzymy zawierajg jony metali.

str. 28 Zapewne przez pomyike jeden z wegli szescioweglowego pierscienia B (Rys. 11) ma
numer 7" "

str. 29 Opisujac cechy widma "°C NMR primuletyny warto zachowaé precyzje w okresleniu
cech sygnatéw wegli okreslonych pierscieni — w tym przypadku zmieniajg sie wartosci
przesunie¢ odpowiednich wegli pierscieni A i C, a nie A i B jak sugeruje Autorka.

Na tej samej stronie wyjasnienia wymaga Rys. 12, gdyz powstajacy kompleks prezentowany
na tym rysunku nie jest pochodng 5-hydroksyflawonu, a 3-hydroksyflawonu, wobec tego nie
jest wynikiem odpowiedniej reakcji primuletyny.

str. 35 Wbrew podanej prze Autorke informacji, kwercytyna nie jest substancjg nadajgca
,barwe roslinom”.

str. 37 Z pewnoscig mylnie podano warto$¢ diugosci fali jednego z pasm charakteryzujacych
drgania pierscienia B kompleksu kwercytyny z jonami miedzi, okres$lajac jg jako 13658 cm™.
str. 65, 56, 64, 65 — Czy istnieje szczegdiny powdd prezentacji wigzania pomiedzy
pierécieniami B i C kilku przedstawionych struktur, jako wigzania lezacego poza ptaszczyzng
wyznaczong przez uktad hybrydyzacyjny sp® wegli 2 i 3 pierscienia C?

str. 63 Podana nazwa ,1,4-bis(3,4-dihydroksyfenyl)-2,3-dimetylobutan” nie odpowiada
strukturze opisywanej substancji.

Oczywiscie, wskazane niescistosci nie wptywaja istotnie na ogdlnie pozytywnag
percepcje literaturowej czesci dysertacji, ktéra ptynnie przechodzi w omédwienie zakresu
badan, ze wskazaniem o0séb i jednostek wspétpracujacych z Autorkg w niniejszym projekcie.
Prezentacje wynikéw doswiadczen poprzedza opis podstaw teoretycznych stosowanych
metod badawczych, ktéry réownie dobrze mégtby by¢ ulokowany w czesci literaturowe;.

Zasadniczym etapem badan Pani mgr inz. Ewy Klepacz byto pozyskanie ekstraktow,
z okreslonych czesci wytypowanych roslin o znanych wiasciwosciach leczniczych. Zapewne
z tego powodu Autorka wyrdznita az osiem procedur ekstrakcji (Metody | — VIII), chociaz nie

3



wszystkie metody obejmujg w peini odrebne procesy. Na przyktad trudno wyraznie rozréznié
wariant ekstrakcji metanolem Metody | od Metody V opisanej w pracy. Finalnie, stosujac
rézne rozpuszczalniki oraz modyfikujgc procedury ekstrakcji, Autorka uzyskata bez mata
dwadziescia jeden (21) ekstraktéw kazdej z testowanych matryc roélinnych. To imponujaca
kolekcja frakcji, tym bardziej brakuje nawet obrazowego zestawienia ich sktadu chemicznego
ktore mozna by uzyskac stosujgc chromatografie planarng np. TLC. Zgodnie z przyjetymi
zatozeniami Doktorantka oznaczyta w kazdym z ekstraktow catkowitg zawarto$¢ substancji o
charakterze polifenoli oraz zawarto$¢ substancji o charakterze flawonoidéw, nie podajac
niestety ani granicy wykrywalnosci, ani granicy oznaczalnosci stosowanych procedur. Byé
moze z tego powodu w tabelach nr 32 i 33 pojawity sie wartosci 0,0005 mg/g, ktére trudno
uzna¢ za wiarygodne bazujgc na podanej procedurze oznaczen. Nie zostato réwniez
jednoznacznie okreslone, czy podane wartosci odzwierciedlajg zawarto$¢ $rednig — w tym
przypadku brakuje informacji o warto$ciach btedéw (+SE) Ilub odchylen (+SD)
standardowych, czy tez sg to wartosci ustalone jednorazowo — w tym przypadku nalezy je
traktowaé¢ z odpowiednig ostroznoscig. Tym bardziej, ze te ceche ekstraktow — zawartosé
polifenoli oraz flawonoidéw w pozyskanych frakcjach, Autorka stara sie korelowaé z
wiasciwosciami terapeutycznymi testowanych ekstraktéw, przyznajac, ze byto to trudne
zadanie. Za interesujace w kontekscie potencjalnego oddziatywania na ztogi wapniowe,
uwazam sprawdzenie zdolnosci sktadnikéw ekstraktéw do wigzania jondw wapnia Ca®* i
zastosowanie do tego celu miareczkowania konduktometrycznego. Ta cze$¢ doswiadczen
dostarczyta naprawde interesujgcych danych, chociaz zastanawiam sie dlaczego Autorka
ustalajgc warto$ci PK postuzyta sie dopasowaniem prostoliniowym, ktére, co widoczne jest
na Rys. 32 (wykres ,krzywa zwigzku”), nie gwarantuje dokfadnego wyznaczenia
poszukiwanej wartosci. Wskazanie minimalnych wartosci przewodnictwa z doktadnoscig do
10 ul, bylyby moim zdaniem wystarczajgce do ustalenia rankingu i z pewnoscig blizsze
wartosciom pomiarowym.

Przychylam sie opinii Doktorantki, w mys| ktérej zdolno$¢ komponentéw ekstraktow
(preparatéw) do tworzenia potgczen z jonami wapnia, zestawiona z danymi dotyczgcymi
zdolno$ci tych frakcji do rozpuszczania kamieni nerkowych w do$wiadczeniach in vitro oraz z
danymi z badan in vivo, moga by¢ waznym wyznacznikiem przydatnosci terapeutycznej tych
substancji. Dlatego tak istotna w tych dociekaniach jest klarowno$¢ i powtarzalnosé
stosowanych procedur oraz precyzja oznaczen. Tymczasem nie w kazdym przypadku, opis
zastosowanej procedury jest na tyle cisty, ze umozliwia odtworzenie przeprowadzonych
doswiadczen. By¢ moze wynika to z zastrzezen jednostek wspétpracujgcych z Doktorantka.
W takim przypadku nalezy o tym wspomnieé. Odnoszgc sie do zawartych w tej pracy opiséw
stosowanych procedur, chciatbym poprosi¢ Autorke o komentarz odnosnie wynikéw
oznaczer ACa?* prébek O14, 015 i 016 w tabeli nr 15, str. 118, sposréd ktérych szczegdlnie
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istotna jest warto§é ACa® prébki 015, dzieki ktérej ten ekstrakt z ostropestu zostat uznany
za najbardziej obiecujgcy. Opierajac sie na przyjetym i opisanym przez Doktorantke
sposobie obliczania wartoéci ACa®*, wspomniane wyniki nalezy uzna¢ za niepoprawne.
Prosze réwniez o doprecyzowanie opisu procedury oznaczen zawarto$ci jonéw wapnia
przynajmniej na tyle, by uwiarygodni¢ wyniki wskazujgce na wyzszg zawarto$¢ jondw
wapnia, niz wprowadzona do uktadu pomiarowego. Warto wyjasni¢ powstate w tej kwestii
niescistosci, bowiem na podstawie tych danych Autorka warto$ciuje potencjalng przydatno$é
pozyskanych ekstraktéw w terapii medycznej. W kontekécie poprawnosci obliczen i ich
wynikow, korzystne bytoby takze ujednolicenie liczby cyfr znaczgcych wartosci zestawianych
w tabelach.

Ciekawym pomystem zastosowanym przez Panig mgr inz. Ewe Klepacz do oceny
zdolnosci ekstraktéw do rozpuszczania szczawianu wapnia, byta analiza mikroskopowa —
mikrometryczny pomiar zmian najdtuzszych $rednic krysztatéw tej soli, potraktowanych
pozyskanymi ekstraktami. Doktadno$¢ podanych wynikéw pomiaréw — 0,1 um, wskazuje, ze
prowadzono je pod powiekszeniem zdecydowanie wiekszym, niz 4-krotne podane przez
Autorke na str. 122, wiekszym nawet niz powiekszenie 10-krotne, podane dla tej samej
procedury na str. 194. Mimo, ze brakuje doktadnych informacji metodologicznych, zatagczone
mikrofotografie jednoznacznie dowodzg skutecznego dziatania niektérych preparatéow. Jak
jednak zauwaza takze Autorka, wyniki rozpuszczalnosci uzyskane w toku analizy
mikroskopowej odbiegajg od wynikdw oznaczen zawartosci jondw wapnia. Dyskutujgc te
kwestie warto uwzglednié, ze porédwnywane dane pochodzga z dwéch odrebnie
przeprowadzonych i odmiennych proceduralnie eksperymentéw. Byé moze oznaczenie
zawartosci jonéw wapnia w tych samych préobkach, ktére poddano analizie mikroskopowej
dostarczyloby bardziej adekwatnych informacji. Dobrym pomystem i dzieki temu ciekawym
elementem przeprowadzonych badan bylo okreslenie kinetyki rozpuszczania statego
szczawianu wapnia. Dzigki zastosowaniu autorskiego rozwigzania technicznego -
,Stanowiska pomiarowego do badania kinetyki rozpuszczalno$ci szczawiany wapnia’,
Doktorantka wykazata rézne wtasciwosci poszczeg6inych ekstraktow w tym wzgledzie.

Zgodnie z koncepcjg pracy, pozyskane frakcje wykazujace pozadane cechy tj.
hamujgce powstawanie trudno rozpuszczalnych w wodzie komplekséw jonéw wapnia, a
rownoczesnie rozpuszczajgce istniejace krystality szczawianu wapnia, zostaty poddane
testom biologicznym. Wyniki (odpowiednie wartosci ICso) przeprowadzonych w pierwszej
kolejnosci testéw cytotoksycznosci wobec linii komérkowej wyprowadzonej z embrionalnych
komérek ludzkich nerek, skutecznie wyeliminowaty frakcje cytotoksyczne z dalszych badan.
W tej sytuacji niezrozumiate, z punktu widzenia konsekwencji prowadzonych doswiadczen,
jest wykorzystanie frakcji — ekstraktu metanolowego z owocéw zurawiny wielkoowocowej
(Z2) w badaniach laboratoryjnych na zwierzetach. Cytotoksyczno$é tego ekstraktu nie byta
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bowiem weryfikowana, albo tez nie zostata oméwiona w odpowiedniej czesci dysertacji. W
toku ustalenia pozadanej aktywnosci ekstraktu w warunkach in vivo, najpierw badano
ilosciowy efekt transportu polifenolowych sktadnikéw frakcji do moczu testowanych zwierzat,
a nastepnie wptyw podanych frakcji na celowo utworzone - wyindukowane trzema metodami,
ztogi nerkowe szczuréw. Akceptujgc logike tego toku badan, trudno zaakceptowaé
przedstawione wyniki oznaczen: zwigzkéw o charakterze polifenoli, flawonoidéw oraz jonéw
wapnia, w moczu, w odpowiednim dniu po podaniu preparatu. Podane wartosci $rednich
stezen zwigzkow o charakterze polifenoli i flawonoidéw (odpowiednio Rys. 57 i 58); od
kilkuset do ponad tysigca mg tych substancji w jednym mililitrze (mg/ml), z pewnoécia nie s3
poprawne. Najbardziej prawdopodobnym jest mylne wpisanie jednostki, chodzito zapewne o
mg/l. W obecnej wersji oznaczone stezenia zwigzkéw o charakterze polifenoli oraz
flawonoidéw sg wyzsze, niz wprowadzone do uktadu dos$wiadczalnego z ekstraktem Z2.
Ponadto, sama informacja o tym, Zze wykresy odzwierciedlajg $rednie stezenia, bez
okreslenia przedziatu ufnosci, nie uwiarygadnia tych danych. Z tego samego powodu trudno
réwniez odnies¢ sie do oznaczen zmian zawarto$ci jonéw wapnia Ca** w moczu, gdyz brak
okreslenia przedziatu ufnosci, a co za tym idzie istotnosci prezentowanych zmian, pozwala
na stwierdzenie co najwyzej pewnej tendencji. Na pozadane dziatanie testowanej frakcji
wskazujg wyniki badan USG, zamieszczone w kolejnym podrozdziale, ktére dowodzg
zmniejszania si¢ rozmiaréw i rozproszenia wyindukowanych ztogéw, po doustnym podaniu
ekstraktu metanolowego z owocéw zurawiny. Ten sam pozytywny efekt sugerujg wyniki
oznaczen, ktére wskazujg na wzrost wydalania jonéw wapnia po podaniu ekstraktu.

Zestaw danych eksperymentalnych uzyskanych przez Doktorantke i wspotpracujace z
Nig zespoty jest cennym zbiorem informacji, w ktérych interpretacji pomocne mogtoby byé
zastosowanie metod statystycznych. Szczegoélnie, ze sama Autorka wielokrotnie pisze o
poszukiwaniu korelacji pomiedzy grupami odpowiednich informacji. W opinii Recenzenta,
rezygnujgc z zastosowania nawet podstawowych metod wielowymiarowej analizy danych,
Autorka nie wykorzystata w pefni mozliwosci interpretacji interesujgcych wynikéw tego
wielowatkowego projekiu badawczego. Mam jednak nadzieje, ze publikujgc warte tego
wyniki prezentowanych dociekan, Pani mgr inz. Ewa Klepacz skorzysta z mozliwosci
rozszerzonej analizy danych.

Koncentrujgc si¢ na walorach ocenianej rozprawy, chciatbym stwierdzié, ze
niezaleznie od sformutowanych wyzej uwag, ktére wynikajg z petnionej przeze mnie roli
recenzenta, opracowanie to dostarcza wartosciowych naukowo przestanek na rzecz
zastosowania naturalnych preparatéw zawierajgcych ekstrakty z odpowiednich czesci roslin,
jako srodkéw wspomagajacych terapie kamicy nerkowe.

Podsumowujac ocene dysertacji doktorskiej Pani mgr inz. Ewy Klepacz, moge

stwierdzi¢, iz praca ta zawiera oryginalny opis dociekan Autorki, po$wieconych
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zagadnieniom naukowym o znaczacym potencjale aplikacyjnym i w moim przekonaniu
spetnia warunki ujete w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r. z
pbézniejszymi zmianami.

Wnosze zatem o dopuszczenie, przez Wysoka Rade Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej, Pani mgr. inz. Ewy Klepacz do dalszych etapéw postepowania w

przewodzie doktorskim.



