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studies on the ferric-ion reducing ability of plant phenolics and their pro- and antioxidant

activity in an iron-mediated hydroxyl radical oxidizing system”

Polifenole sg duzg grupa zwiazkow organicznych wystepujacych powszechnie w
tkankach roslinnych, w szczegblnosci w warzywach i owocach. Pomimo czestego
wystgpowania, ich funkeja w roslinach nie jest w petni poznana. Znacznie wiecej natomiast
wiadomo o ich oddziatywaniu na organizmy zwierzat, w tym na zdrowie ludzi. Wyniki wielu
badan wykazaly, ze dieta bogata w warzywa i owoce zmniejsza prawdopodobienstwo
zachorowania na choroby ukladu krazenia i niektére nowotwory. Ten korzystny wplyw
przypisuje si¢ wysokiej zawartosci polifenoli, ktérych dzienna konsumpcja przy
zrownowazone] diecie moze wynosi¢ do 1 mg. Istnieja tez doniesienia, ze polifenole,
spozywane jako skfadnik zywnoéci lub w postaci suplementéw diety, mogg takze
przeciwdziala¢ niektéorym chorobom neurodegeneracyjnym, osteoporozie i cukrzycy.
Powszechnie uwaza sig, ze korzystny wplyw polifenoli na organizm zwierzecy polega na ich
zdolnosci do redukeji wolnych rodnikéw, a przez to do ochrony kwaséw nukleinowych,
biatek i thuszezy przed uszkodzeniem oksydacyjnym. Ostatnio coraz wiecej wynikéw badan
wskazuje jednak, ze polifenole oddzialywaja takze bezposrednio na metabolizm komoérek
poprzez interakcje z receptorami i biatkami biorgcymi udzial w transdukeji sygnahu. Nalezy
jednak podkresli¢, ze istnieja takze badania kwestionujgce korzystny wplyw polifenoli na
zdrowie czlowieka. Biorac pod uwage, Ze polifenole stanowig bardzo liczna grupe zwiazkow,
rozniacych sie zaréwno budowsg jak i wlasciwosciami fizykochemicznymi, a takze bardzo
skomplikowana materig, jaka jest etiologia chordb i metody jej badania, takie rozbieznosci
wynikéw badan nie powinny dziwi¢. Wskazuje to na potrzebe dalszych badan, ktore pozwola
wyjasni¢ wlasciwosci fizykochemiczne poszczegdlnych zwigzkoéw polifenolowych i ich
aktywnos¢ biologiczng. Z tego wzgledu, podjecie badan nad wlasciwosciami

antyoksydacyjnymi wybranych polifenoli byto w pelni uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 126 stron, z czego 42 strony zajmuje

wprowadzenie, prezentacja stanu wiedzy w dziedzinie objetej praca doktorska z powolaniem



si¢ na dostepna literature i uzasadnienie podjecia badan, 9 stron opis metodyk i materiatow
stosowanych w badaniach, 18 stron opis uzyskanych wynikéw i 12 stron dyskusja i wnioski.
Ponadto w pracy, napisanej po angielsku, zamieszezono liczace 7 stron streszczenie w jezyku

polskim. Wykaz cytowanej literatury liczy 114 pozycii.

We wprowadzeniu autor przedstawit istniejacy stan wiedzy o naturalnych polifenolach
wystepujacych w roslinach a takze o mechanizmach obrony przed stresem oksydacyjnym w
organizmie cztowieka. Przeglad ten, oparty o dane z najnowszej literatury, jest obficie
tlustrowany rysunkami przedstawiajacymi budowe czasteczek omawianych zwigzkow oraz
schematy procesow metabolicznych, co jest szczegblnie przydatne dla czytelnikow majacych
ograniczong wiedzg¢ o biochemii polifenoli. Cel i zakres badan zostal przedstawiony jasno i

precyzyjnie.

Opis metodyki badan jest czytelny, z jednym wyjatkiem. Identyfikacje polifenoli w
ekstrakcie z jablek wykonano na podstawie spektrum absorbeji w ultrafiolecie, jednakze
spektra takie sg zbyt mato informatywne, aby na ich podstawie rozrézni¢ zwiazki o bardzo
zblizonej budowie, jakimi sa glukozydy kwercytyny. Autor powoluje sie tutaj na metodyke
stosowana w pracy Schieber A., Keller P., Carle R., 2001. Determination of phenolic acids
and flavonoids of apple and pear by high-performance liquid chromatography. J. Chromatogr.
A 910: 265-273, jednakze w pracy tej identyfikacje zwigzkéw prowadzono za pomoca
spektometrii masowej, podczas gdy pomiar absorbeji w ultrafiolecie stuzyt tylko do detekcji
zwigzkow eluowanych z kolumny podczas chromatografii. Zastanawia tez dobor standardow
analitycznych:  rutyny (kwercytyno-6-O-L-ramnozylo-D-glukozydu), kwercytyny i
kwercytryny, z ktérych w ekstrakcie z jablek wykryto tylko ten ostatni. Ponadto, w opisie
standardow uzyto tylko nazwy zwyczajowej tego zwigzku (quercetrin) a przy opisie
chromatogramu tylko jego nazwy chemiczne; wedlug TUPAC (quercitin-3-0-a-L-
rhamnopyranoside), co u niespecjalisty moze wywolaé wrazenie, ze sa to dwa rozne zwiazki.
Nie jest tez jasne, czemu w oznaczeniach aktywnosci antyoksydacyjnej stezenia polifenoli w
ekstrakeie jak i stezenia oczyszezonych glukozydow kwercytyny podawano w przeliczeniu na
zawartosc rutyny, skoro tego glukozydu nie wykryto w ekstrakcie (aczkolwiek wystepowanie

rutyny w jabtkach zostato potwierdzone w szeregu innych badan).

Watpliwosci  budzi takze nazewnictwo niektorych pochodnych  polifenoli
(flawonoidow). W opisie chromatogramu (rysunek 12) podano, ze w ekstrakcie z jabtek
wykryto dwa glukozydy kwercytryny (quercetrin-3-O-B-D-xylopyranoside i quercetrin-3-O-

o-L-arabinofuranoside), ktéra sama jest glukozydem (ramnozydem) kwercytyny (quercetin-3-



rhamnoside, CAS database no. 522-12-3). Jezeli takie nietypowe zwigzki wykryto, nalezaloby
podac¢, na jakiej podstawie je zidentyfikowano i blizej objasni¢ ich budowe. By¢ moze, jest to
Jednak tylko blad literowy i w rzeczywistosci byly to odpowiednio arabinozyd jak i ksylozyd
quercetyny, ktére w jablkach faktycznie wystepuja. Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki te

przedstawione zostaly w rozdziale ,,Materiaty i metody™ i nie byty zasadnicza cze$cia badan.

Ciekawe, ze w ekstrakcie etanolowym z jablek wykryto tylko pochodne kwercytyny,
podczas gdy w owocach tych wystepuje znacznie wigcej polifenoli (patrz praca cytowana
powyzej).

Wyniki badan przedstawiono w sposéb czytelny w szesciu tabelach i na czterech
wykresach. Wykazano, ze aktywnos¢ przeciwutleniajaca badanych polifenoli, oznaczana jako
zdolno$¢ do redukeji jonow zelaza Fe(IIl) (ferric reducing ability power, FRAP), zalezy od
ich budowy chemicznej, przy czym szczegdlne znaczenie ma obecno$é w ich czasteczee
struktury pirokatechiny (1,2-dihydroksybenzen). Surowy ekstrakt z jablek oraz mieszanina
oczyszezonych glukozydow kwercytyny podawane w podobnych stezeniach (w przeliczeniu
na zawartos¢ rutyny) mialy wyzsza aktywnos¢ w tescie FRAP niz polifenole w stanie
czystym, w tym sama rutyna. Jednakze dodatek tych zwigzkow do surowicy krwi nie wptynat

znaczaco na jej aktywnos¢ antyoksydacyjna.

Testowane polifenole miaty bardzo zréznicowany wplyw na reakcje utleniania
deoksyrybozy przez rodnik hydroksylowy generowany w reakcji Fentona. Tylko 5 z nich z
powodowato spowolnienie tego procesu a 7 go przyspieszalo. Reakcja ta byta skorelowana ze

zdolnoscia badanych zwiazkow do redukeji jonow zelaza.

Whnioski ogolne.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach przewodu doktorskiego dostarczyly
nowych danych na temat zwigzku pomigdzy strukturg polifenoli roslinnych a ich aktywnoscia
antyoksydacyjng. Doswiadczenia zostaty dobrze zaplanowane i wykonane a wyniki dobrze
udokumentowane. Kilka drobnych usterek technicznych, o ktérych wspomniatem powyzej,
nie umniejsza wartosci pracy. Tym bardziej, ze dotycza one czesci metodycznej a nie
glownego celu projektu. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze czgé¢ wynikéw zaprezentowanych
w rozprawie doktorskiej zostala juz opublikowana prestizowym czasopismie naukowym

,»Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology”.



W mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w peni spelni wymogi
okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki i Ustawy z dnia z dnia 18 marca 2011 roku o zmianie
ustawy — Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz o zmianie niektérych innych ustaw. W
zwigzku z powyzszym stawiam wniosek do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lekarza medycyny Jeffreya E. de Graft-Johnsona do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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