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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Oleksandry Liudvytskiej pt.: ,,Aktywnos¢ biologiczna metabolitéw
wtérnych rzewieni (Rheum L.) - ocena wptywu ekstraktéw z Rheum rhabarbarum oraz Rheum
rhaponticum na wybrane osoczowe oraz komoérkowe sktadniki uktadu hemostazy in vitro”
wykonanej w Katedrze Biochemii Ogélnej Instytutu Biochemii pod kierunkiem

dr hab. Joanny Kotodziejczyk-Czepas, prof.Ut

Podstawg wykonania recenzji jest powotanie na Recenzenta przez Komisje Uniwersytetu
todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 27 czerwca 2023 r.
Postgpowanie jest prowadzone na podstawie przepiséw ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U.z 2018 poz. 1668 z p6in. zm.).

Badania zrealizowane w ramach pracy doktorskiej byty finansowane w wiekszosci w ramach projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN), uzyskanego w konkursie OPUS: »Aktywnosé
biologiczna ekstraktéw z wybranych gatunkéw rzewienia (Rheum L.) - badania wiagciwoéci surowca w
aspekcie oceny potencjatu  kardioprotekcyjnego” (UM02018/31/B/NZ9/01238),  ktérego
kierownikiem projektu byta p. dr hab. Joanna Kotodziejczyk-Czepas, prof. Ut, a wykonawcy: mgr
Oleksandra Liudvytska. Pani mgr Oleksandra Liudvytska realizowata badania przedstawione w
dysertacji rowniez we wspdtpracy z Zakladem Biochemii i Jakosci Plonéw, Instytutu Uprawy,
Nawozenia i Gleboznawstwa - Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach, Katedrg Biologii
Nowotwordw i Epigenetyki, Wydziatu Biologii i Ochrony $rodowiska, Uniwersytetu tddzkiego oraz
Zaktadem Immunologii Translacyjnej i Eksperymentalnej Intensywnej Terapii, Centrum Medycznego
Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy wptywu rdéinych ekstraktéw z
dwaoch gatunkéw rzewienia na funkcjonowanie wybranych osoczowych i komoérkowych sktadnikéw
uktadu hemostazy, w kontekscie aktywnosci biologicznej, ktéra moze by¢ jedng z kluczowych dla

kardioprotekcyjnego dziatania substancji naturalnych, to jest: dziatanie przeciwzapalne,



antykoagulacyjne/przeciwzakrzepowe oraz przeciwutleniajgce. Choroby uktadu krazenia, sa
najczestszg przyczyng zgondw w krajach rozwinietych. Mimo coraz lepszej diagnostyki i bardziej
nowoczesnych metod leczenia, w Polsce, co roku z powodu chordb ukladu krgzenia umiera okoto 200
tysigcy oséb. W przeciwdziataniu rozwojowi choréb uktadu sercowo-naczyniowego kluczowe
znaczenie ma styl zycia i dieta, ktére w odréznieniu od predyspozycji genetycznych, s czynnikami
modyfikowalnymi. Molekularne podtoze tych schorzen obejmuje nie tylko procesy zapalne i zwigzany
z nimi stres oksydacyjny, ale takie pobudzenie piytek krwi oraz ostabienie mechanizméw
przeciwzakrzepowych osocza krwi i $rddbtonka naczyrt krwionognych (dysfunkcja $rédbtonka).
Dlatego tez nieustannie poszukuje sie nowych substancji o wielokierunkowym prozdrowotnym
dziataniu, mogacych modulowac funkcjonowanie réznych elementéw uktadu sercowo-naczyniowego
- zarowno komponentéw $ciany naczyniowej, jak i skfadnikéw krwi. Wainym #rédtem takich
skiadnikéw pozostajg niezmiennie rodliny. Interesujacy roéling o szerokim zastosowaniu jest rzewiert
potocznie zwany rabarbarem nalezacy do rodziny Polygonaceae i ceniony jako surowiec jadalny i/iub
leczniczy. Rabarbar znany jest przede wszystkim od tysiacleci w tradycyjnej medycynie Azji, ale cze$é
gatunkow uprawiana jest réwniez w celach spoiywczych i jako surowiec zielarski na innych
kontynentach. Pomimo powszechnego zastosowania rzewienia do celéw kulinarnych i
etnomedycznych, biologiczne dziatanie ekstraktéw pozyskiwanych z wiekszosci gatunkéw nadal
pozostaje jedynie czgsciowo poznane. Literatura naukowa przedstawia wiele danych na temat profilu
chemicznego i wiasciwosci biologicznych ekstraktow z réznych gatunkdw rzewienia, jednak brak jest
kompleksowego spojrzenia na dziatanie tych roslin, zwiaszcza pod katem wptywu na uktad sercowo-
naczyniowy. Ponadto, mechanizmy wigkszosci typdw aktywnosci biologicznej niektérych gatunkdw,
jak na przyktad R. rhaponticum i R. rhabarbarum, s3 tylko czgéciowo lub stabo opisane.

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej pani mgr Oleksandra Liudvytska
podjeta sig zatem istotnego z punktu widzenia medycyny problemu sprawdzenia wplywu ekstraktow
z rzewieni na funkcjonowanie wybranych osoczowych i komérkowych sktadnikéw ukiadu hemostazy.
Doktorantka swoje prace badawcze podzielita w jasny i klarowany sposéb na trzy moduty
eksperymentalne; (1) modut przeciwzapalny: badania wlaéciwosci przeciwzapalnych ekstraktéw z
rzewienia | stilbendw, prowadzone w celu oceny zdolnosci badanych substancji modulowania
odpowiedzi zapalnej komérek Srédbtonka i leukocytéw, w tym regulacji ekspresji gendw i hamowania
aktywnosci enzyméw prozapalnych - cyklooksygenazy-2 {COX-2) i S5-lipooksygenazy (5- LOX); (2)
modut hemostatyczny: ocena wptywu ekstraktéw z rzewienia i stilbenéw na aktywnos¢ osoczowych
elementéw uktadu hemostazy (biatek kaskady krzepniecia krwi i ukfadu fibrynolitycznego) oraz
odpowiedZ hemostatyczng komérek $rédbtonka (3); modut antyoksydacyjny: ocena dziatania
przeciwutleniajacego badanych ekstraktdw i stilbenéw w aspekcie ich zdolnoici do ochrony

sktadnikéw osocza krwi przed uszkodzeniami, w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego
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nadtlenoazotynem. Takie badania nie zostaly do tej pory przeprowadzone, w zwiazku z tym ich
podjgcie jest niezwykle istotne i w peini uzasadnione co stanowi o oryginalnoici rozwigzania
problemu badawczego.
Na recenzowang rozpraweg doktorskq skfada sie cykl czterech powigzanych tematycznie
publikacji naukowych- jedna praca przeglagdowa oraz trzy oryginalne.
Praca przegladowa
{1) Kotodziejczyk-Czepas, J., Liudvytska, O.* Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum:
a review of phytochemistry, biological activities and therapeutic potential.
Phytochemistry Reviews (SPRINGER), 2021, 20, 589-607. DOI: 10.1007/s11101-020-
09715-3. Punkty MEiN2021: 100; Impact Factor2021 7,741
Prace oryginalne
{iN) Liudvytska O.*, Ponczek M.B., Ciesielski O., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Kowalczyk M.,
Balcerczyk A., Kotodziejczyk-Czepas J. Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum
extracts as modulators of endothelial cell inflammatory response. Nutrients (MDP!),
2023; DOI: 10.3390/nu15040949. Punkty MEiIN2021: 140, Impact Factor 2021 6,706
(1) Liudvytska O.*, Ponczek M.B., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Kowalczyk M., Balcerczyk A.,
Kotodziejczyk-Czepas ). Effects of Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum extracts
on haemostatic activity of blood plasma components and endothelial cells in vitro.
Journal of Ethnopharmacology (ELSEVIER), 2023, DOI: 10.1016/j.jep.2023.116562; Punkty
MEiN2021: 140, Impact Factor 2021 5,195
(v} Liudvytska O.*, Bandyszewska M., Skirecki T., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Kowalczyk M.,
Kotodziejczyk-Czepas J. Anti-inflammatory and antioxidant actions of extracts from
Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum in human blood plasma and cells in vitro.
Biomedicine & Pharmacotherapy. Volume 165,September 2023, 11511; Punkty
MEiN2021: 140, Impact Factor 2021 7,5
Warto podkresli¢, ze sumaryczna warto$é IF publikacji wehodzacych w skfad rozprawy
doktorskiej wynosi zgodnie z rokiem opublikowania 27,142 oraz 520 punktéw MEIN. Z zataczonych do
dokumentacji oswiadczent wszystkich autoréw wynika, ze Doktorantka prawie we wszystkich
publikacjach miata wiodacy wktad w ich powstawanie oraz we wszystkich pracach jest pierwszym
lub ostatnim autorem korespondencyjnym, co niewgtpliwie swiadczy o duzej samodzielnosci
naukowej. W pierwszej pracy opublikowanej w Phytochemistry Review (2021) mgr Oleksandra
Liudvytska deklaruje znaczacy udziat w napisaniu i zredagowaniu pracy przegladowej {wktad 74%)
oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje,
W kolejnej pracy opublikowanej w 2023 r czasopiémie Nutrients doktorantka deklaruje, ze jej wktad

(42%) polegat na wspéltworzeniu koncepcji i planu pracy, uczestniczeniu w izolowaniu komdrek
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srodbtonka, przeprowadzeniu wszystkich oznaczed dotyczacych wplywu badanych ekstraktéw i
zwigzkdw na zywotnod¢ i odpowiedz zapalng komorek srédbtonka, wykonaniu analiz statystycznych i
uczestniczeniu w interpretacji uzyskanych wynikéw oraz przygotowaniu pierwotnej wersji
manuskryptu ze wszystkimi jego elementami. W trzeciej pracy cyklu, a zarazem drugiej oryginalnej
opublikowanej w 2023 r w czasopismie Journal of Ethnopharmacology, Doktorantka deklaruje swoj
wkiad (55%), polegajacy na wspéttworzeniu koncepcji i planu pracy, uczestniczeniu w izolowaniu
komdrek srédblonka i oznaczaniu aktywnosci badanych biatek, przeprowadzeniu wszystkich oznaczeri
dotyczacych wplywu badanych ekstraktdw i zwigzkéw na fywotnoéé i odpowied? zapalng komdérek
srodbtonka, wykonaniu analiz statystycznych i uczestniczeniu w interpretacji uzyskanych wynikow
oraz przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu ze wszystkimi jego elementami. Ostatnia
oryginalng praca w cyklu ktéra na etapie otrzymania niniejszej pracy do recenzji byta na etapie
ztozenia do redakcji czasopisma jest opublikowana w 2023 r. w czasopismie Biomedicine and
Pharmacotherapy w ktérej, Doktorantka deklaruje swé] wkiad znaczacy bo ai 74% na
przeprowadzeniu w zawartych w pracy oznaczeri dotyczgcych wptywu badanych ekstraktéw i
zwigzkdow na jednojgdrzaste komérki krwi obwodowej, osocze i fibrynogen oraz wspotwykananiu
oznaczen odpowiedzi komérek THP1-ACS-GFP. Dodatkowo Doktorantka wykonata analizy
statystyczne i uczestniczyla w interpretacji wynikéw, a takie przygotowata pierwotna wersje
manuskryptu obejmujgcy wstep, metodyke, opis wynikéw oraz ich dyskusje. Zadeklarowany przez
Doktorantke wklad w powstanie cykiu potwierdzaja réwniez zataczone do dysertacji o$wiadczenia
Wspotautordw (deklarowany udziat Wspétautoréw byt na poziomie od 3% do 25%}) .

Poza recenzowanym cyklem publikacji wchodzacym w skiad rozprawy doktorskiej,
Doktorantka jest wspotautorem pieciu artykutéw naukowych z czego dwa opublikowane sg w
recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Sumaryczna liczba punktéow dla
catkowitego dorobku naukowego mgr Oleksandry Liudvytskiej wedlug listy czasopism punktowanych
MEIN wynosi 800, sumaryczny IF w roku opublikowania wynosi 38,275. Ponadto mgr Oleksandra
Liudvytska jest wspétautorkq 7 prezentacji ustnych zaprezentowanych na konferencjach naukowych,
w ktorych we wszystkich przypadkach byla osoba prezentujagcy; jest réwniez wspdlautorem 4
posterow. Jak przedstawiono wczesniej Doktorantka jest wykonawcy w projekcie badawczym,
finansowanym ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki ~Aktywnos¢ biologiczna ekstraktéw :z
wybranych gatunkéw rzewienia {Rheum L.) - badania wlasciwoséci surowca w aspekcie oceny
potencjatu kardioprotekcyjnego”, ale takie uczestnikiem migdzynarodowego konsorcyjnego projektu
RiEcoLab Responsible Innovation Led Entrepreneurial University Transformation Centres (Ecosystem
integration Labs) (Konsorcjum Innowacyjnych Uczelni Wyiszych - Centra Transformacii
Przedsiebiorczych Uniwersytetéw na Rzecz Odpowiedzialnych Innowacji {Laboratoria Transformacji

Ekosystemu). Dodatkowo ukoriczyta liczne kursy praktyczne, szkolenia zawodowe oraz intensywnie
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udzielata si¢ na rzecz Uczelni w ramach dziatalnodci organizacyjnej i promocyjnej. Przytoczony
powyiej dorobek Doktorantki swiadczy o duiej aktywnosci zarébwno pod katem badawczym jak i
organizacyjnym, a wykonana w bazie Scopus analiza bibliometryczna 6 prac opublikowanych w latach
2021-2023, w ktdrych Doktorantka jest wspdtautorem bylo cytowane 41 razy co daje Autorce indeks
Hirscha= 3 . Jest to bardzo dobry rezultat biorac pod uwage doéé krétki staz pracy naukowej mgr

Oleksandry Liudvytskiej.

Celowos¢ podjecia tematu oraz ocena formalna pracy
Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byta ocena wptywu ekstraktéow z dwdéch
gatunkow rzewienia - Rheum rhaponticum L. oraz Rheum rhabarbarum L. oraz typowych dla tych
surowcow stilbendw (rapontygeniny i rapontycyny) na funkcjonowanie wybranych osoczowych i
komérkowych skiadnikéw uktadu hemostazy. Przedmiotem prac badawczych byly aktywnosci
biologiczne wskazywane jako jedne z kluczowych dila kardioprotekcyjnego dziatania substancji
naturainych, to jest: dziatanie przeciwzapalne, antykoagulacyjne/przeciwzakrzepowe oraz
przeciwutleniajace. Przediozona do recenzji ksigzkowa wersja rozprawy ma typowy uktad dla
opracowan tzw. ,zszywki”, a mianowicie zbioru opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykutow naukowych. Praca skfada sie z typowo sformatowanej strony tytulowe] i spisu tredci.
Nastgpnie Doktorantka zamiescita informacje o irédle finasowania swoich badar (Narodowe
Centrum Nauki (NCN), uzyskanego w konkursie OPUS: ,Aktywno$¢ biologiczna ekstraktow z
wybranych gatunkéw rzewienia (Rheum L.) - badania wiasciwosci surowca w aspekcie oceny
potencjatu kardioprotekcyjnego” (UMO2018/31/B/NZ9/01238), informacje o wspdfpracach z
osrodkami naukowymi w ramach ktérych powstata niniejsza dysertacja, oraz prezentacje dorobku
naukowego z wyszczegolnieniem publikacji wchodzacych w sktad cyklu rozprawy doktorskiej, a takze
spis pozostatych osiggniec i aktywnosci Doktorantki. W daiszej czeéci jest syntetyczny opis badan,
ktére zostaly przedstawione w formie czterech artykutéw. Opis zostat poprzedzony streszczeniem w
jezyku polskim | angielskim, cho¢ brak jest skr6téw stosowanych w pracy. Opis badan ma typowy
uktad dla opracowar naukowych. Zawiera krétki wstep, ktory stanowi ciekawe i bardzo klarowne
wprowadzenie dotyczace choréb ukiadu krazenia i mechanizméw wptywajacych na ich rozwdj, a
takie prezentacje i praktyczne zastosowanie analizowanych w pracy roslin zaréwno pod katem
etnomedycznym jak i fitochemicznym, co jednoczeénie uzasadnia celowoéé prowadzonych przez
Doktorantkg badan. W tej czedci pracy moina zauwazyC jedny rycine, ktéra w jasny sposéb
przedstawia gléwne elementy uktady hemostazy, modelu na ktérym opierata sie czes¢ badawcza,
Cel pracy (hipoteza badawcza) i cele szczegétowe zostaty sformutowane w sposob zrozumialy i
logiczny i na kolejnych etapach badan byly konsekwentnie reatizowane i opublikowane w czterech

recenzowanych czasopismach o zasiegu migedzynarodowym.
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Sekcja ,,Materiaty i Metody” przedstawiona przez Doktorantke jako ,,Modele doéwiadczalne i
gtéwne metody badawcze” stanowi raptem krotki syntetyczny opis szczegdélowo opisany w
zafgczonych artykutach,

Z kolei , Literatura” w liczbie 45 przedstawiona przez Doktorantke w pracy jest zasadna i w
pemi prawidtowo dobrana do analizowanych tematéw, a co warto podkredli¢c w wiekszoéci
anglojezyczna i pochodzaca z renomowanych czasopism.

Opis badari konczy sie zwieztym i tre§ciwym podsumowaniem wynikéw, ktére zawarte sa w
pracach oryginalnych oraz czterema wnioskami koricowymi adekwatnymi do uzyskanych wynikdw,
cho¢ trochg brakuje w nich bardziej konkretnego przedstawienia i wyselekcjonowania, ktéry ekstrakt
czy zwigzek miat najlepsze dziatanie w kazdym z analizowanych blokéw badawczych.

Z obowiazku recenzenta musze przedstawié¢ pewne uwagi ktére nasungly sie po przeczytaniu
niniejszej rozprawy. Whnioski koricowe przedstawione przez Doktorantke sg troche zbyt ogdlne i w
pordwnaniu do zaprezentowanych prac opisanych w dysertacji przy sekcji wyniki powinny by¢
bardziej wyeksponowane, aby czytelnik mogt w przejrzystszy sposéb wywnioskowaé, ktéry ekstrakt
czy tez zwigzek badany w pracy ma najlepsze dziatanie. Poza tym w streszczeniu Doktorantka pisze,
ze ,przeprowadzone badania dostarczyty nowych informacji na temat wiasciwoscei biologicznych
metabolitéw rzewienia w kontekscie.... , tak wiasciwie byly to ekstrakty i pewne czyste zwiazki,
ktore nie byly izolowane z badanego przez Doktorantke materiatu. Przedstawione przez mnie drobne

uwagi nie umniejszaj oczywiscie wartosci merytorycznej rozprawy, ktéra oceniam wysoko.

Ocena merytoryczna przedstawionego do recenzji cyklu publikacji

Pierwsza praca ktéra, wchodzi sktad cyklu pt.: ,Rheum rhaponticum and Rheum
rhabarbarum: a review of phytochemistry, biological activities and therapeutic potential”)
opublikowana w prestizowym czasopiémie Phytochemistry Reviews, ktérego Impact Factor za rok
2021 jest rowny 7,741 stanowi przeglad dostepnych danych na temat profily fitochemicznego,
zastosowan etnomedycznych oraz aktywnoici biologicznej {a takie wilasciwosci leczniczych)
badanych gatunkéw rzewienia. W artykule skrupulatnie przedstawiono dostepne w tym czasie (rok
2019 i 2020) informacje na temat substancji biologicznie czynnych obecnych w R. rhaponticum i R.
rhabarbarum (m.in. przedstawicieli hydroksystilbenéw, antrachinonondw i flawonoidow), a takie
omdwiono aktualny stan wiedzy na temat wiasciwosci rzewieni i krytycznie przeanalizowano stan
zaawansowania badari réinych typdw aktywnoséci wyiej wspominanych rodlin, w oparciu o
informacje pochodzace giéwnie z czasopism indeksowanych w migdzynarodowych bazach danych
(Mediine/Pubmed, Scopus, Science Direct/Elsevier, Springer Link/ICM). Szczeg6ing uwage zwrdcono

na nieliczne badania dotyczace dziatania przeciwutleniajgcego i przeciwzapalnego, a takie przestanki
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sugerujace, e opisywane gatunki rzewienia moga wykazywac dziatanie kardioprotekcyjne, co
podkredla tylko po raz kolejny zasadnos$¢ wyboru i prowadzenia przez Doktorantke badan w tym
kierunku.

Podsumowujgc, recenzowana praca pogladowa w sposéb przystepny i wyczerpujacy
przedstawia aktualna wiedze na temat dwdéch badanych przez Doktorantke gatunkéw rzewieni pod
katem fitochemicznym i biologicznym, a na podkreslenie zastuguje fakt, ze praca ta od momentu
opublikowania zostata zacytowana 20 razy przez innych badaczy, co $wiadczy tylko o wysokie]
wartosci poznawczej tego artykutu.

Kolejna pracg w cyklu to oryginalny artkut pt.; ,Rheum rhaponticum and Rheum
rhabarbarum extracts as modulators of endothelial cell inflammatory response” opublikowany w
czasopismie Nutrients, ktérego Impact Factor za rok 2021 jest rowny 6,706 i obejmuje doswiadczenia
Zwigzane z oceng aktywnosci przeciwzapalnej badanych substancji roslinnych w aspekcie ich
zdolnoéci do modulowania odpowiedzi zapalnej srédblonka. W pierwszym etapie bada wykonano
oznaczenia wptywu badanych ekstraktéw oraz stilbendw na zywotno$¢ komdrek HUVECs, w celu
wykluczenia ich cytotoksycznosci i wyboru optymalnych, bezpiecznych dla komorek stezen. W
przypadku ekstraktdw z korzeni R. rhabarbarum i jednego ze stilbenéw (RHPG), bezpieczny zakres
stezen byt nizszy od pierwotnie zatoZzonego (1-50 pg/ml} i wynosil odpowiednio 1-30 oraz 1-25 pg/ml,
natomiast dla pozostatych badanych substancji zatozony wstepnie zakres stezeniowy zostaf
utrzymany. W pracy zastosowano panel doswiadczed umoiliwiajacy ocene wplywu badanych
ekstraktéw i stilbenéw na rdéine elementy i etapy odpowiedzi zapalne] komérek $rédbtonka.
Wykazano, ze badane substancje roslinne posiadaja wiasciwosci przeciwzapalne i mogg modulowaé
odpowied:i prozapalng komérek srédbtonka na réinych poziomach: ekspresji genéw dla enzyméw
prozapalnych, uwalniania cytokin i interakcji z leukocytami. Ze wzgledu na to, Ze substancje zawarte
w ekstraktach sg zwigzkami egzogennymi {ksenobiotykami} i mogg same wplywa¢ na niepobudzone
komérki, w prowadzonych badaniach zastosowano dwa uklady badawcze: komérki $rédbionka
niestymulowane oraz komdérki stymulowane LPS. W oparciu o wyniki oznaczen ekspresji gendw dla
enzyméw prozapalnych (COX-2 oraz ALOX5), stwierdzono rdznice w dziataniu preparatéw z ogonkéw
lisciowych i korzeni oraz stilbenéw w obu uktadach doswiadczalnych. W przypadku genu COX-2, w
niestymulowanych komdrkach odnotowano czeéciowe zahamowanie ekspresji przez ekstrakty z
ogonkow lisciowych obu gatunkdw, z korzeni R. rhabarbarum oraz RHPG, natomiast RHPT nie
wplywata na poziom ekspresji tego genu. Z kolei ekstrakty z korzeni R. rhaponticum czeéciowo
zwigkszaty ekspresjg COX-2. Natomiast w komdrkach érddbtonka stymulowanych do odpowiedzi
zapalnej, ekstrakty z ogonkéw lisciowych oraz oba stilbeny wyrainie zmniejszaty poziom ekspresji
genu COX-2, podczas gdy ekstrakty z korzeni zwiekszaty ekspresje genu COX-2. Ocena poziomu

ekspresji ALOX5 w komorkach niestymulowanych wykazata efekt hamujacy ekstraktow z ogonkdw
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lisciowych R. rhaponticum, a pozostate badane substancje nie wykazywaty istotnego statystycznie
wpltywu lub byt on niewielki. W dalszej czedci artykutu sprawdzono, czy oprécz modulowania
ekspresji gendw, badane substancje moga wpiywaé na COX-2 i 5-LOX takie na poziomie juz
powstatego biatka enzymatycznego, i w celu zastosowano komercyjne testy skriningowe i wykonano
oznaczenia zdolnosci hamowania aktywnos$ci tych enzymdw. Badane substancje hamowaty
aktywno$¢ COX-2 z réing skutecznoscia, ale wyrainie dato sie zauwazyé silniejszy efekt ekstraktéw z
korzeni obu gatunkéw (ok. 80% inhibicji, przy stezeniu 50 pg/ml). Natomiast efektywnosé
inhibicyjnego dziatania RHPG przy tym samym steieniu wynosita ok. 40%. Z kolei zdolnos¢
hamowania aktywnosci 5-LOX przez badane substancje byta niisza i w wiekszoéci nie przekraczata
20% (z wyjatkiem RHPG, ktorej maksymalny efekt wynosit ok. 40% zahamowania aktywnosci 5-LOX).
Obserwacje z przeprowadzonych badar znalazty potwierdzenie w analizach in silico, ktére stanowig
mechanistyczne uzupetnienie wykonanych badan choé tylko w przypadku COX-2, ale jak podkreéla
Doktorantka nie jest to gtéwnym celem badari i stanowi jedynie dodatek. Z kolei uzyskane wyniki
profilowania cytokin uwolnionych z komérek HUVECs do medium hodowlanego wykazaly, ze
wigkszos¢ badanych substancji {m.in. RHPT, ekstrakty z ogonkdéw lisciowych R. rhaponticum i R.
rhabarbarum oraz ekstrakt z korzenia R. rhaponticum) hamuje uwalnianie kluczowych czynnikéw
prozapalnych, takich jak na przyktad CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10, CXCL12/SDF-1 i IL- 18/IL-IF4.

Praca jest bardzo obszerna (36 stron; 61 pozycji literaturowych, plus ogromny suplement),
napisana jest w sposéb logiczny i zrozumialy a wyniki przedstawione sa na zréinicowanych
wykresach, rycinach i zdjeciach. Dyskusja zostata napisana w sposob dojrzaty i merytoryczny, brak
jest typowych odniesiedt do innych badaczy, ale to wynika z faktu, iz tego typu badania
przeprowadzone byly po raz pierwszy co tylko podkreéla ich wazno$¢ dla éwiata nauki.

W kolejnej pracy oryginalnej pt. , Effects of Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum
extracts on haemostatic activity of blood plasma components and endothelial cells in vitro”
opublikowanej w prestizowym czasopi$émie Journal of Ethnopharmacology ktérego Impact Factor za
rok 2021 jest réwny 5,195. Doktorantka przedstawia wyniki doswiadczen dotyczacych wplywu
badanych ekstraktdw i stilbenéw na odpowied? hemostatyczng komérek érédbtonka oraz aktywnosc
hemostatyczng wybranych sktadnikéw osocza krwi. Zatozeniem pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na 2
gtdwne pytania: (1) czy badane substancie mogg wplywaé na hemostatyczne wlasciwosci biatek
osocza krwi i komdrek $rédbtonka oraz {2) czy majg wiladciwosc przeciwzakrzepowe, czy raczej
prokoagulacyjne? W pierwszej czesci doswiadczen zbadano proces wykrzepiania osocza, monitorujgc
wptyw ekstraktéw z rzewienia i stilbenéw na szlak krzepniecia zalezny od czynnika tkankowego (tzw.
szlak zewnatrzpochodny), bedacy gléwnym fizjologicznym torem aktywacji krzepnigcia krwi.
Przeprowadzone testy wykazaly, ze wszystkie badane ekstrakty z rzewienia wplywaty hamujgco na

zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia krwi. Aby wskazaé najbardziej prawdopodobne mechanizmy
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i/lub cele molekularne dla badanych substancji, kolejne etapy badania obejmowaly analizy ich
wplywu na dwie kluczowe proteazy serynowe krzepniecia: czynnik krzepniecia Xa i trombine (czynnik
krzepniecia lla). Wykazano, ie badane substancje roslinne hamowaty aktywno$¢ obu badanych
enzyméw kaskady krzepniecia. W badaniach zdolnosci hamowania aktywnosci czynnika Xa,
zaobserwowano ok. 40-50% inhibicji w przypadku stilbendw oraz ekstraktu z ogonkéw lisciowych R.
rhaponticumn w stezeniu 50 pg/ml, natomiast w tym samym steieniu, ekstrakty z korzeni R.
rhaponticum t R. rhabarbarum oraz ekstrakt z ogonkéw lisciowych R. rhabarbarum wykazywaty
efektywnosc¢ na poziomie >70% inhibicji. Badane ekstrakty roslinne hamowaly réwniez aktywnost
amidolityczng i proteolityczng trombiny (zwtaszcza frakcje uzyskane z korzeni), natomiast stilbeny
wykazywaly niewielka zdolno$¢ hamowania hydrolitycznej aktywnoséci trombiny. Kolejng waing
obserwacja wynikajaca z badan jest znikomy wplyw badanych ekstraktéw na aktywno$¢ generowanej
plazminy, centralnej proteazy serynowej uktadu fibrynolitycznego, co jest szczegdlnie waine w
kontekicie poszukiwania selektywnych, naturalnych inhibitoréw kaskady krzepniecia,
niezaburzajgcych aktywnodci biatek fibrynolitycznych. Badane ekstrakty i zwigzki pochodzace z
rzewienia zmniejszaly reaktywnos¢ stymulowanych trombing komérek $rédbionka. Spadek sekrecji
czynnika von Willebranda wskazato, ze cze$¢ z nich (tj. RHPG, RPT, ekstrakt z ogonkéw lisciowych R.
rhaponticum i ekstrakt z korzeni R. rhabarbarum) zmniejszaja aktywnosé prokoagulacyjna komaérek
$rédbtonka. Odnotowano takie nieznaczny spadek poziomu komplekséw PAI-1+t-PA w przypadku
HUVECs traktowanych ekstraktem z ogonkéw lisciowych i korzeni R. rhaponticum, korzeni R.
rhabarbarum (w stezeniu 1 pg/ml) oraz stilbenami. Natomiast, ekstrakt z korzeni R. rhabarbarum w
stezeniu 30 pg/ml wyrainie zwiekszat poziom komplekséw PAl-1+t-PA. Zaobserwowano réwniez
spadek uwalniania t-PA. Uzyskane wyniki sugerujy, e badane substancje moduiujg aktywnosé
profibrynolityczng i ograniczajg procesy sekrecyjne komdérek $rédbtonka.

Praca jest bardzo starannie napisana z niezwykty dbatoscia o szczegély i detale pod katem
prezentacji wynikow (zawiera réznego typu schematy, wykresy, zdjecia, tabele), co ze wzgledu na
zastosowanie metod byto duzym wyzwaniem. Podobnie jak w pracy poprzedniej dyskusja réwniez
opiera sig raczej na wiasnych wynikach autoréw, choé¢ w pracy tej mozna dostrzec juz pewna
polemikg z wczesniejszymi badaniami uzyskanymi przez Doktorantke, cho¢ raz jeszcze chce
podkresli¢, ze wynika to z faktu pierwszych tego typu badar na tym polu.

Ostatnia praca oryginalna w cyklu nosi tytut ,,Anti-inflammatory and antioxidant actions of
extracts from Rheum rhaponticum and Rheum rhabarbarum in human blood plasma and cells in
vitro” i na etapie otrzymania niniejszej rozprawy doktorskiej do recenzji byta w fazie wystania do
redakcji czasopisma, ale jej aktualny status to praca zaakceptowana i co warto podkreslic w

czasopi$mie niezwykle istotnym w dziedzinie tj. Biomedicinie and Pharmacotherapy z wysokim



IF = 7,5 w ktérym Doktorantka bada wtasciwosci przeciwutleniajgce i przeciwzapalne badanych
ekstraktéw oraz stilbendw. Doswiadczenia prowadzono w aspekcie oceny zdolnodci badanych
substancji do ochrony sktadnikow osocza krwi przed uszkodzeniami oksydacyjnymi, a takze
hamowania odpowiedzi zapalnej leukocytéw. Ocene efektywnosci dziafania przeciwzapalnego w
stosunku do leukocytow prowadzono stosujgc 2 modele badawcze - ludzkie jednojadrzaste komarki
krwi obwodowej (PBMCs) oraz inflammasomalne komdérki reporterowe THP1-ASC-GFP. W PBMCs
traktowanych ekstraktami i stilbenami zaobserwowano nie tylko cze$ciowe zahamowanie kaskady
przemian kwasu arachidonowego (przejawiajgce sie spadkiem ilosci generowanej i uwalnianej do
srodowiska prostaglandyny E2), ale takie poziomu uwalnianych cytokin (IL-2 i TNF-a) oraz
metaloproteinazy-9. Monitorowanie procesu uwalniania inflammasoméw, jako mediatorow
odpowiedzi immunologicznej | zapalnej komdrek THP1-ASC-GFP, rOwniez potwierdzito
przeciwzapatne wlasciwosci badanych substancji roslinnych. Zagbserwowano wyraZnie zmniejszenie
poziomu uwalnianego z nich biatka adaptorowego ASC. W prowadzonych doswiadczeniach
szczegblng uwage zwrocono na ocene zdolnosci badanych ekstraktow z rzewienia i stilbendw do
ograniczania oksydacyjnych uszkodzen fibrynogenu. Badania wykazaly ochronne dziatanie badanych
ekstraktow i zwiazkéw, obejmujgce czedciowe lub wiekszosciowe zmniejszenie zakresu uszkodzen
oksydacyjnych czgsteczek fibrynogenu, takich jak modyfikacja reszt tyrozyny i tryptofanu oraz
tworzenie agregatow biatkowych.

Praca podobnie jak poprzednie w cyklu jest starannie napisana, w klarowny i przejrzysty
sposob prezentuje uzyskane wyniki i jest pozytywnym zwiericzeniem i podsumowaniem cykiu badan,
ktére Doktorantka zalozyta sobie w celach swojej rozprawy doktorskiej.

Uwazam, ze przedtoione do recenzji osiggniecie mgr Oleksandry Liudvytskiej sktadajgce sie 2
czterech artykutdéw opublikowanych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym wymagato duzego
naktadu pracy i sumiennosci, a w toku prowadzonych badar Doktorantka sprawnie postugiwata sie
terminologia naukows. Jej dobre przygotowanie i opanowanie warsztatu badawczego umozliwito
przeprowadzenie eksperymentéw z zastosowaniem réznych technik analitycznych z pogranicza
biochemii i biologii molekularnej. Uzyskane wyniki zostaty wnikliwie przeanalizowane i logicznie
zinterpretowane i finalnie skonfrontowane z pismiennictwem migdzynarodowym, choé¢ zapewne bylo
to motzliwie dzigki Pani Promotor dr hab. Joannie Kotodziejczyk-Czepas, prof. Ut. Przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska dowodzi wysokich kompetencji naukowych Doktorantki i ewidentnie
znajomosci podjetej problematyki.

W oparciu o uzyskane przez Doktorantke wyniki i po analizie artykuléw nasunely sie pewne
pytania, ktdre warto przedyskutowaé, Otoi:

1. Jaki byt klucz doboru stilbenéw, ktére zostaty uzyte razem z ekstraktami z rzewieni do analiz?
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2. Czy Doktorantka rozwazata analize wplywu ekstraktéw z rzewieni na odpowiedz zapalng
komdrek na poziomie aktywacji czynnika NF-kB ?
3. Ktory z badanych ekstraktéw czy zwigzkow moina wskazaé konkretnie jako najbardziej

efektywny pod wzgledem dziatania kardioprotekcyjnego?

Podsumowanie i wniosek koricowy

Konkludujac, uwaiam, ze recenzowana dysertacja doktorska skladajgca sie z czterech
artykutdbw powigzanych tematycznie mgr Oleksandry Liudvytskiej spetnia wymogi stawianie
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r - Prawo o Szkolnictwie Wyiszym i
Nauce. Na podstawie przywofanego aktu prawnego oceniania dysertacja stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz prezentuje ogélng wiedze Kandydatki oraz umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W zwigzku z powyiszym wnosze do Wysokiej
Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
hiologiczne Uniwersytetu todzkiego o dopuszczenie mgr Oleksandry Liudvytskiej do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.

Whniosek o wyréinienie doktoratu

Dodatkowo, po analizie rozprawy doktorskiej, zatgczonych kopii publikacji stanowiacych
podstawe osiagnigcia oraz ocenie dotgczonych do przestanej dokumentacji dokonar naukowych mgr
Oleksandry Liudvytskiej wnosze do uprawnionych Cztonkéw Komisji ds. Stopni Naukowych o
wyroznienie pracy.

W _uzasadnieniu pragne nadmieni¢, iz niniejsza praca charakteryzuje sie wysokim poziomem

naukowym, posiada elementy nowosci naukowej oraz dalszy potencjat do kontynuowania badan w
przysztosci, poniewaz tematyka osadzona jest w istotnym medycznie i spotecznie kontekscie
profilaktyki choréb cywilizacyjnych i prozdrowotnego dziatania zwigzkéw i ekstraktéw pochodzenia
roslinnego. Ponadto, Doktorantka pomimo jej dos¢ krétkiej kariery naukowej posiada pokainy
dorobek publikacyjny z lat 2021-2023 w ilosci 6 artykutéw, ktére opublikowane zostaty w

prestizowych czasopismach o zasiggu $wiatowym oraz wspdfautorkg licznych doniesien zjazdowych.

Tl Sebeh
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