Krakow, 29.08.2016.

RECENZJA

pracy doktorskiej Pana mgr Macieja Lojewskiego
pt. "Kultury in vitro Bacopa monnieri (L. Pennell) zrodlem pierwiastkéw
i zwigzkow fizjologicznie aktywnych”

Metale, zar6wno w formie wolnych atoméw lub ich jonow, jak i zwigzane w struktury wiekszych
czasteczek, byly obecne na Ziemi ,,od zawsze”, to jest od poczatku formowania si¢ naszej planety z
meteorytow, komet, planetoid, a takze z gazéw i pylu kosmicznego, »sklejonych” w calo$¢ pod
dzialaniem grawitacji. Ich obecno$¢ stala sie szezegolnie wazna, kiedy temperatura Ziemi obnizyla
si¢ 1 po jej powierzchni rozlato sig pramorze, wzburzane gwattownymi procesami tektonicznymi.
Wtedy woda ujawnita swoja unikalng zdolno$é rozpuszczania najrézniejszych zwigzkow
chemicznych wyptukiwanych z lawy. W szczegdlnoscei dotyczylo to czasteczek jonowych, co
wynikalo z dipolowej budowy samej wody. Kiedy wiec pézniej pojawily si¢ pierwsze prakomorki i
pierwsze wielokomorkowe praorganizmy, zyty one w wodzie morskiej bogatej w rézne zwiazki
mineralne, takze jony metali. Dlaczego rozpisalem si¢ tak na temat prawdopodobnej roli jonéw
metali w ewolucji zycia na Ziemi, choé najwazniejsze wyniki zawarte w recenzowanej pracy
doktorskiej dotycza organicznych zwigzkéw fizjologicznie aktywnych, obecnych w badanej
roslinie Bacopa monnieri. Otoz stalo si¢ tak dlatego, ze liczne atomy Iub jony metali wykazujg
bardzo réznorodne wiasciwosci katalityczne, wykorzystywane do dzi$. Takie katalizatory byly bez
pordwnania efektywniejsze anizeli pierwsze czasteczki RNA z tzw. $wiata RNA, ktore mialy
poczatkowo wlasciwosci mieszane katalityczne oraz zdolno$é kodowania wlasnej struktury, choé¢
obie te wlasciwosci byty raczej kiepskiej jakosci. Z tego powodu jony i atomy metali pelnily przez
dlugi poczatkowy okres ewolucji role pierwszych regulatoréw komérkowych, w czym
wyprzedzity fitohormony, fenole, alkaloidy i inne zwigzki fizjologicznie aktywne. Jony metali,
takze we wspolczesnych komérkach, spelniaja wiele funkcji zyciowo waznych, ze wspomne o
strukturach porfinowych wspétpracujacych z jonami: zelaza, manganu, kobalty, molibdenu,
miedzi, cynku i zapewne jeszcze innych, zas funkcje jonéw lekkich metali jak: sod, potas, magnez
poming, jako powszechnie znang,

Rozprawa doktorska pana mgr Macieja Lojewskiego dotyczy okreslenia sktadu
jakosciowego i ilosciowego substanciji aktywnych, zawartych w tytulowej roglinie, stosowanej od
okolo pigciu tysigey lat w hinduskiej medycynie, a by¢ moze znanej juz neandertalczykom, w celu
zbadania mozliwosci i efektywnosci modyfikacji tego skiadu poprzez zastosowanie kultur in vifro i
modyfikacje sktadu pozywek. Tym sposobem praca ta w pierwszej czgsci zajmuje sig
problematyka bardziej podstawowa, by w czesei drugiej przejs¢ do zagadnien aplikacyjnych. W
moim przekonaniu prace naukowe o takiej problematyce sg bardzo potrzebne. Jeste§my bowiem
weigz dalecy od poznania potencjalnych whasciwosci farmakologicznych roslin, a jeszcze dalsi od
poznania mozliwosci spotegowania tych wlasciwosci poprzez modyfikacje warunkow uprawy
roslin, takze w warunkach sterylnych na podtozach o kontrolowanym skladzie. To spowodowalo,



z¢ z duzym zaciekawieniem podjalem si¢ wykonania recenzji rozprawy doktorskiej mgra
Lojewskiego.

Uwagi ogélne o pracy

Zostala ona przygotowana w oparciu o pig¢ monotematycznych publikacji, stanowigc rodzaj
rozszerzonego acznika, a takze podsumowania uzyskanych wynikéw. Z uznaniem przyjalem taki
rodzaj opracowania, poniewaz autor zajgl stanowisko posrednie pomiedzy dotychczasowa forma
rozprawy, a podejsciem nowym, dopuszczonym przez Ministerstwo i coraz szerzej stosowanym w
$wiecie, cho¢ w moim przekonaniu nadmiernie pospiesznym i przez to mozliwe, ze czasami nazbyt
powierzchownym. Rozprawa doktorska jest czyms$ wickszym anizeli zsumowanie osiggnieé
opisanych w kilku publikacjach. Publikacje s3 bowiem skrétowe, ograniczone maksymalng liczba
stron druku przyjeta w danej redakcji, czgsto recenzenci ,radzg” a redaktor naczelny zada
usunigcia czgsci materiatu doswiadczalnego, co nie pozwala autorowi szerzej odniesé sie do
problemu, ktéremu pos$wigcona jest publikacja. Obszerniejsza rozprawa doktorska daje autorowi
mozliwos¢ powtdrnego przeanalizowania wczesniejszych wynikéw, co pozwala odkry¢ nowe
fakty, czy powigza¢ wyniki starsze z nowszymi. Wiem, ze $wiat naukowy pedzi szybko, nie dajgc
czasu na zatrzymanie si¢ cho¢by w celu spojrzenia wstecz na to, co juz zostalo zrobione. Idac dalej,
mozna przyjaé, ze szkoda czasu na pisanie rozprawy, bo mozna w tym samym czasie napisaé
kolejng publikacije, cho¢ w moim przekonaniu, czasami, a moze czgéciej, byloby lepiej zastanowié
si¢ nad wczesniejszymi dokonaniami.

Rozprawa, zaczyna si¢ streszczeniem, po ktérym nastepuje wstep pelniacy funkcje
wprowadzenia w tematyke pracy oraz przegladu literatury. Z kolei czesé doswiadczalna obejmuje
kolejno okreflenie celu badan, opis materiatu roslinnego, opis metod hodowli roslin
doswiadczalnych oraz zastosowanych metod badawczych, w tym zwlaszcza analizy zawartosci
fizjologicznie aktywnych pierwiastkéw i innych metabolitéw, opis metod analizy aktywnosci
biologicznej ekstraktéw biomasy Bacopa monnieri, prezentacje uzyskanych wynikéw, ich
dyskusjg, sformulowanie konicowych wnioskéw i wykaz literatury. Trzecia cz¢sSC rozprawy
stanowig kopie publikacji stanowigcych jej podstawe.

Cz¢s¢ poprzedzajaca kopie publikacji obejmuje 24 ryciny i 7 tabel, a spis literatury - 138
pozycji. Praca zostala napisana komunikatywnym jezykiem, latwym w czytanin. Moze jestem
nazbyt dociekliwy, ale w spisie tresci doszukatem sig, choé tylko jednej niescistosci — rozdzial VI
6.2 zostat ,,podzielony” tylko na jeden podrozdziat V1 6.2.1 i ... na nic wiecej. Poza tym wydata mi
si¢ klopotliwa mieszana ,facinisko/arabska” numeracja spisu tresci.

Wstep (Przeglad literatury)

Na poczatku tego rozdzialu umieszczono wprowadzenie opisujace przedmiot badan, czyli
raczej malo znang rosling Bacopa monnieri, jej biologie, siedlisko, zastosowanie w dawnej
medycynie, uzytkowanie wspélczesne, pozornie mniej powazne, bo jako roélina o cechach
zardwno hydrofitu, jak i higrofitu, petni funkcj¢ ozdobnej rosliny akwarystycznej, a takze
przyczyny, dla ktorych autor powrécit do starannego zbadania leczniczych whasciwosci tej rosliny
poprzez okreslenie rodzaju i zawartosci w jej tkankach substancji fizjologicznie i farmaceutycznie
czynnych. Czy Doktorant sadzi, lub ma jakie§ przeslanki, ze wspomniane zastosowanie
»bakopy” w akwarystyce moze wynikaé takie z przyczyn wazniejszych anizeli estetyczne, po
pierwsze — roslina ta moze wykazywac aktywnosé farmakologiczng nie tylko wobec ezlowieka
ale takie wobec nizszych kregowcéw czy nawet bezkregowcéw, a po drugie, Ze ,,mieszkancy”
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akwarjum nie muszg zjadacé lici, bo byé moze dzialajgce fizjologicznie metabolity roslinne
same dyfundujg do Srodowiska wodnego, co moze daloby si¢ wykorzystaé w praktyce.

W dalszej czgsci wstepu opisano rézne aspekty medycznego dzialania »bakopy”, opisujac
liczne jednostki chorobowe, w ktérych wyciagi z roslin okazywaly si¢ pomocne, interakcje
ekstraktow tkankowych z innymi lekami stosowanymi w danym rodzaju schorzenia, dalej
przykiady preparatéw medycznych zawierajacych ekstrakty z tej rodliny i wreszcie ogélne
informacje o biopierwiastkach i metabolitach o dziataniu fizjologicznym, wykrytych i oznaczonych
ilosciowo w biomasie z kultur ,,in vitro”, gléwnie biometale, zwigzki indolowe i ich pochodne oraz
zwigzki fenolowe. Autor wymienia tzw. bakozydy, w tym bakozyd A, skladajacy sie z trzech
Jednostek chemicznych: bakogeniny A; i A: oraz wystepujace] w najwiekszych ilosciach —
jednostki A3, a poza nimi inne grupy aktywnych zwigzkéw. Jak Doktorant sadzi — ktére z
wymienionych w rozprawie bakozydéw sg najwazniejsze dla leczniczych wlasciwosci rosliny.

W dalszej czgsci wstepu (podpunkty 3.1 do 3.6), Autor przedstawil imponujaco diugg liste
chor6b, w ktérych rozmaite preparaty z ziela Bacopa monnieri sa pomocne. Te czgéé wstepu, z
oczywistych, bo jak najbardziej osobistych wzgledéw, przeczytalem bardzo uwaznie, przez co, nie
ukrywam, nabratem wielkiego szacunku dla tej skromne;j rosliny, od by¢ moze dziesigtkéw tysiecy
lat, tak waznej w samoleczeniu sie ludzi pierwotnych, a poznie) w medycynie dalekiego wschodu.
Te fragmenty wstgpu stanowig istotne rozszerzenie publikacji Nr 1.

Dalsza czgé¢ wstepu zawiera skondensowane informacje o budowie, whasciwosciach oraz
fizjologicznym dziataniu biometali oraz wybranych grup zwigzkow organicznych pelnigcych w
komérkach funkcj¢ metabolitow. Mam tu jednak pewna uwage. W tkankach, ekstraktach czy
wydzielinach tkankowych stwierdzi¢ mozna obecno$é wigkszej, lub mniejszej liczby wolnych
atoméw, jondéw czy zwigzkéw organicznych. Liczba ta bowiem zalezy od zdolnosci rozdzielczej
przyrzadu uzytego do analiz. Oczywiscie nie kwestionuje znaczenia fizjologicznego biometali i
metabolitéw wybranych i przedstawionych w pracy, a nawiasem mowigc ta cz¢$é opisu zostata
zredagowana w sposéb sprawny i konkretny i zastuguje na jednoznacznie pozytywna opinie.
Niemniej jednak lepsza bylaby odwrotna sekwencja dziatan — najpierw wykry¢ badane biometale i
metabolity w tkankach Bacopa monnieri, nastepnie oszacowaé wielko$é ich dawki pobieranej w
dziennej porcji leku, na przykltad jako suplement diety i szczegblowo opisaé¢ tylko te jednostki
chemiczne, ktére, po pobraniu leku, w znaczacym stopniu zwigkszaja swoje stezenie w tkankach
lub ptynach ustrojowych pacjenta. Oczywiscie w takim przedstawieniu bakozydy, bakosaponiny i
inne  pochodne, wystepujace w tej rodlinie alkaloidy, fitosterole, flawonoidy o dziataniu
antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym, takze liczne i wazne pochodne tryptofanu (choé jest to
Jeden z aminokwaséw budujacych biatka), a nawet pochodne toksyczej betuliny, powinny byé z
calg pewnosciag oméwione. Natomiast powatpiewam, czy biometale z grupy makro i niektérych
mikroelementéw, w ilosciach stwierdzonych w Bacopa monnieri, z uwzglednieniem dobowej
dawki leku, takie jak Na, K, Mg czy Ca, mogg zwiekszy¢ swoje stgZzenie w organizmie pacjenta.
Zasygnalizowatem problem, natomiast powrdcg do niego w dalszej czesci recenzji. Prosze tylko o
zweryfikowanie informacji ze strony20 (wiersz 6 od dolu), ze dzienna norma spozycia sodu
wynosi ok 0.6 grama, podczas gdy potasu (str.21, wiersz 17 od dohu) okolo 4 graméw,

Cel wykonanych badan otwiera doswiadczalng czesé rozprawy. Zostat on sformulowany,
jako wielowatkowy. Po pierwsze - byta to po raz pierwszy w literaturze opisana analiza skladu
biometali, a takze wybranych zwigzkéw z grupy pochodnych indolowych, fenolowych i
nienasyconych kwaséw thiszczowych w badanych roélinach:; po drugie ~ opracowano efektywna
metode namnazania roslin Bacopa monnieri w kulturach in vitro, po trzecie — opracowano
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zmodyfikowany sklad pozywki hodowlanej na ktérej mozliwe byloby pozyskiwanie materiatu
roslinnego o znormalizowanej i ustabilizowanej zawartosci charakterystycznych dla tej roélinny
substancji farmakologicznie czynnych oraz innych metabolitow, ktére zwiekszaltyby zawartosé
najwazniejszych substancji i jako badania uzupelniajace - okrelenie aktywnosci biologicznej
ekstraktéow w naturalnych i sztucznie konstruowanych $rodowiskach imitujacych procesy
zachodzace w organizmie ludzkim. Powyzsze czastkowe cele oceniam, jako pozyteczne (cel
pierwszy 1 drugi) lub jako bardzo wazne (cele pozostale).

Rozdzial Material i metody zostal potraktowany bardzo skrotowo, i stusznie, poniewaz
odpowiednie szczegblowe informacje zamieszczono w publikacjach. Rosliny pochodzace z kultur
sterylnych, otrzymano z firmy zewnetrznej. 2-centymetrowe eksplantaty hodowano na plynnej
pozywce MS zmodyfikowanej w spos6b standardowy i standardowo oznaczanej jako MS1. Czy
kolby z kulturami byly wytrzasane albo napowietrzane, choé¢ w stosunku do rosliny hydrofita
w warunkach Swietlnych moglo to sluzyé raczej odprowadzaniu nadmiaru tlenu
powstajacego podczas fotosyntezy. 1 ponadto, czy w jakis sposob stabilizowano sklad pozywki
pomiedzy poczatkiem kultury a jej zakonczeniem po 4 tygodniach. Sadzac na podstawie
fotografii 2 kultury rosly bardzo szybko i mogly w stopniu istotnym wyczerpywaé z pozywki
niektoére jej skladniki, Autor méglby rozwiaé moje watpliwosci, gdyby, znajac objetosé
pozywki i mase kultur po 4 tygodniach, podal jaka masa cze¢$é poszczegélnych metali zostala
wraz z ta mas3 ,wyjeta” z pozywki. Generalnie jednak z wielkim uznaniem ogladatem tak
pigknie rosngce kultury sterylne. Uwaga moja — w publikacji nr 2 znalazlem wigkszosé informacji,
o ktére mi chodzilo. W zwiazku z tym, wyrazam tylko przekonanie o celowosci pokazania w
prezentacji wynikéw obliczen.

Wyniki. Publikacje nr 2 1 3, wykorzystane w rozprawie, zawieraja wyniki odnoszace si¢
do mozliwosci i efektywnosci modyfikacji zawartosci biometali i biozwiazkéw w tkankach roslin
rosnacych na pozywkach o zmodyfikowanym skladzie. Czgs¢ tych wynikow ujeto w rozprawie.
Badania te majg charakter glownie poznawczy, jednak w zamy$le autora bylo, jak sadze,
modyfikowanie skladu pozywki w takim kierunku, aby uzyska¢ maksymalng zawartos¢
najcenniejszych farmakologicznie skladnikow.

Tabela 2 pokazuje, ze merytorycznie rzecz ujmujgc, autor osiagnal sukces, poniewaz
pokazal, ze zamierzone modyfikacje pozywki zaskakujaco silnie wplywaja na chemiczny skiad
hodowanych kultur. Pod wplywem tych modyfikacji stezenie jonow magnezu zwickszylo si¢ 3-
krotnie, cynku - o 70%, potasu — ponad 4-krotnie, wapnia i miedzi ponad 2-krotnie, sodu — ok. 3-
krotnie i zelaza — ponad 2-krotnie. S3 to znaczace wartosci, a to tego uzyskane przy wysokiej
precyzji pomiarow. Nadal uwazam jednak, ze sa to wyniki o znaczeniu raczej poznawczym, anizeli
praktycznym. Przykladowo, nawet na pozywce maksymalnie stymulujacej akumulacje sodu,
dzienng dawke tych jonéw uzyskatoby si¢ po zjedzeniu 2 kilograméw suchej masy roslin (owszem
- zamiast 6 kilograméw suchej masy roélin na pozywce niezmodyfikowanej). W przypadku potasu
dobowa jego dawka znajdowalaby sie w okoto 0.5 kilograma suchej masy tkanek, a dla wapnia w 2
kilogramach s. masy roslin.

Interesuje mnie jednak inny problem, a mianowicie jak autor doszedl do wniosku, ze
celowy moze okazac si¢ dodatek do pozywki kwasu antranilowego, seryny, magnezu, a w
publikacji Nr 2 jeszcze cynku, i tryptofanu. Czy byl to jego autorski pomysl, czy tez istnieja
dane literaturowe na ten temat. W szczegélnosci, ¢czy moze chodzi¢ o to, Ze obydwa zwiazki
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zawieraja zaréwno grupy karboksylowe jak i grupy wodorotlenowe (seryna) i aminowe
(obydwa zwigzki).

Natomiast dodaé¢ pragng, ze w publikacjach Nr 2 i 3 wyniki merytoryczne zostaty
uzupelnione o bogatg i nieczg¢sto napotykang analize statystyczng, ktéra dostarcza interesujacych
zaleznosci przy uzyciu funkcji wielu zmiennych, co znacznie ubogaca standardowa analize np.
metoda Anova. Rozumiem, Zze autor pomingt te dane w rozprawie, nie chcae jej nadmiernie
rozbudowywac, aczkolwiek przyznaje, ze starannie przestudiowalem pod tym wzgledem obie
publikacje, a poniewaz nie postugiwalem si¢ dotgd opisanymi tam metodami analizy statystycznej,
wiele sobie obiecuje¢ po zapoznaniu si¢ z publikacjami na ten temat, zamieszczonymi w spisie
literatury tych publikacji.

W dalszym ciagu rozprawy oraz w publikacji nr 3, a takze czesciowo nr 4, przedstawione
zostaly wyniki analiz zawartosci innych grup metabolitéw w kulturach Bacopa monnieri. W
szczegdlnosci, metodg chromatografii gazowej wydzielono 12 jednostek chemicznych kwasow
thuszczowych, a metoda HPLC dwie jednostki indolowe (tryptofan i serotoning), trzy gléwne
jednostki kwaséw fenolowych (kwas chlorogenowy, neochlorogenowy i kawowy) i, co
najwazniejsze — cztery jednostki chemiczne bakozyddw (bakozyd As, bakopazyd II, bakozyd X
oraz bakosaponing, choé na chromatogramie byé moze widaé takze dwie pomniejsze frakcje,
ktérym warto sig¢ przyjrze¢ w przyszlosci). Dodaé przy tym trzeba, ze w publikacji trzeciej autor
zaprezentowal chromatogram, gdzie widoczne sa te same frakcje, jednak w zupelie innych
proporcjach gléwnych skiadnikéw. Czy autor sadzi, Zze tak silne zréizmicowanie proporcji
wyniklo stad, Zze w rozprawie Kultury rosly na pozywce wzbogaconej w tryptofan, zas w
publikacji Nr. 3 — w seryn¢. Gdyby tak faktycznie bylo, ocenialbym to, jako bardzo, bardzo
(powtdrzenie celowe) wazny fakt eksperymentalny, wart specjalnego podkreslenia. Na tle
powyzszych fascynujacych wynikoéw pokazanie skladu kwaséw thluszczowych, swiadezy tylko o
tym, ze autor opanowal technike chromatografii gazowe;.

Podobnie, analizy zwigzkéw indolowych, maja warto$é zréznicowang. Z jednej bowiem
strony dodatek jondéw cynku do pozywki hodowlanej, spowodowat najwiekszy, bo ponad 3-krotny
wzrost zawartosci serotoniny, a z drugiej ta sama pozywka hodowlana zapewnila ponad 6-krotny
wzrost tryptofanu, aczkolwiek najwigkszy bo niemal 10-krotny wzrost nastgpil po dodaniu do
pozywki ... wlasnie tryptofanu. Niestety, z nieznanych mi powodéw autor uznal, ze wartosci
réznigce si¢ od siebie dziesigciokrotnie, statystycznie si¢ nie rdznig istotnie zwlaszcza, ze
oznaczenia kwasdw fenolowych, cho¢ zréznicowane znacznie slabiej, okazujg sie by¢ istotnie
rozne. Dane z publikacji Nr 4 pokazuja, ze na chromatogramie substancji indolowych widnieja
jeszcze dwa inne dobrze wyksztalcone piki. Czy oznacza to, ze, jak na razie, autor nie ma
mozliwodci zidentyfikowania, co kryja te dwa niezidentyfikowane piki, choé¢ moze ma podejrzenia,
ale nie moze ich zweryfikowa¢ z powodu braku srodkéw na zakup odpowiednich wzorcéw albo
braku dost¢pu do biblioteki wydawanej przez producenta urzadzenia HPLC,

Z najwyzsza cickawoscig przestudiowalem tabele 6, pokazujacg zmiany zawartosci
bakozydow w tkankach Bacopa monnieri w zaleznoéci od obecnosci i zawartosci modyfikatorow
pozywki — magnezu, seryny i kwasu antranilowego. Tu widaé, ze zawarto$¢ bakozydow jest duzo
bardziej stabilna w poréwnaniu z poprzednimi pierwiastkami i zwigzkami, aczkolwiek i tak kultury
na pozywce o najkorzystniejszym skladzie (0.5 S, 0.5 Mg) zawieraja o niemal 40% wigcej
bakozydéw w poréwnaniu z kontrola. Paradoksalnie, sadze jednak, ze ten wynik jest wazniejszy od
wszystkich poprzednich, bo ro$liny Bacopa monnieri hoduje sie dla bakozydéw, a nie dla
jakiegokolwiek innego skladnika.



Ostatnie dwie czgsci rozdziatu Wyniki (rozdziat VIII i IX) opisuja biologiczne dziatanie
ekstraktow z roslin Bacopa monnieri na eksperymentalne komoérki ludzkie. Poczatkowo zaskoczylo
mnie podobienstwo obydwu tytuléw i dopiero po zajrzeniu do tekstu zrozumialem, ze pierwszy
rozdzial opisuje gléwnie zastosowane metody analityczne, za$ drugi - prezentuje giéwnie wyniki
tych badan. To z kolei spowodowalo zdziwienie, dlaczego w jednej pracy, w odlegtych miejscach
znalazly si¢ rozdzialy opisujace metodyke badan. Ostatecznie przyjalem jednak, ze obydwie
»metodyki” dotyczg tak bardzo réznych zagadnien, ze by¢ moze autor postapil stusznie.

W pierwszym rozdziale autor opisal metode hodowli modelowych komérek ludzkich oraz
metody oceny wplywu ekstrakiébw z Bacopa monnieri na wybrane przejawy aktywnosci
metabolicznej (Zywotnosci) tych komorek, aktywnosci niektérych komérek, czy przepuszczalnodcei
(integralnosci) membran komérkowych. W szezegélnosci opisat metode pomiaru redukeji MTT w
komérkach (test zywotnosci), aktywno$é dehydrogenazy mleczanowej, metode oceny wplywu
ekstraktu z badanych ro$lin na gotowo$é modelowych komoérek do apoptozy z uzyciem enzymu
kaspazy oraz poprzez fluorescencyjny pomiar przepuszczalnoéci bion mitochondrialnych, metode
pomiaru wrazliwosci ekstraktéw z tkanek Bacopa monnieri na plyny trawienne ukladu
pokarmowego, oceny ewentualnych wlasciwosci mutagennych ekstraktu roslinnego, a takze wplyw
ekstraktéw na zdolno$¢ testowanych komérek do przemieszczania sie.

W rozdziale IX pokazano wyniki eksperymentéw nad ewentualnym ubocznym, a
niekorzystnym dziataniem ekstraktéw z roslin Bacopa monnieri na modelowe komérki ludzkie.
Uzyskano nastgpujace wyniki:

- Ekstrakty nie obnizaly zdolnosci komoérek testowych do redukcji MTT i zmniejszaty
niekorzystne skutki dziatania H202 na te komorki.

- Ekstrakty nie hamowaty aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej i znaczaco redukowaly
wplyw nadtlenku wodoru na aktywnosé tego enzymu.

- Ekstrakty nie zwigkszaty aktywnosci kaspazy (miara potencj alnej zdolnosci do apoptozy) w
modelowych komérkach i znaczaco obnizaly stymulacje apoptozy przez staurosporyne.

- Antagonistyczne dziatanie ekstraktu w stosunku do staurosporyny potwierdzono takze
metoda fluorescencyjna.

- Ekstrakty tkankowe zmniejszaja ruchliwos¢ (migracyjnosé) komoérek raka prostaty, chociaz
nie wykazuja toksycznosci wobec tych komérek.

- Ekstrakty wykazuja w ocenie autora silne dziatanie antymutagenne wzgledem testowanych
kolonii bakteryjnych.

- Ekstrakty wykazujg dzialanie przeciwzapalne — hamuja ekspresje genu cyklooksygenazy-2
(COX-2). Moze to by¢ efekt sumarycznego dziatania wszystkich fizjologicznie aktywnych
sktadnikéw ekstraktow.

Podsumowujac stwierdzam, ze doktorant przeprowadzil kompletne badania. zmierzajace do
wszechstronnej oceny przydatnosci ekstraktéw z roslin Bacopa monnieri w farmakologii poprzez z
Jedne;j strony wykazanie, e jest mozliwe opracowanie sktadu pozywki, na ktdrej hodowane rosliny
bedg wykazywaly zwigkszone stezenia najaktywniejszych fizjologicznie sktadnikéw, z drugiej zas,
wykazanie, ze ekstrakty te sg wolne od potencjalnie niekorzystnych lub niebezpiecznych skutkéw
ubocznych, a takze s3 odporne na dziatanie plynéw ustrojowych w przewodzie pokarmowym. Tym
samym autor dal wazne podstawy dla obiektywnego potwierdzenia znanych od tysiecy lat
farmakologicznych wlasciwosci tej roéliny. Opracowanie udoskonalonej metody hodowli sterylne;j
tych roslin pozwala zwigkszy¢ pozyskiwanie materiahy roslinnego bez niekorzystnego wpltywu na

6



liczebnos¢ roslin pozostajacych w srodowisku naturalnym. Te wyniki sq przykladem obiektywnej i
uzasadnionej naukowo metodologii badania roslin farmaceutycznych lub tylko potencjalnie
farmaceutycznych. W moim przekonaniu oceniana rozprawa zawiera bardzo duzo wynikéw, w
wigkszosci znaczacych i w zupelnosci wystarczajacych na bardzo dobrg rozprawe doktorskg.

Dyskusja

W pierwsze] czgsci Doktorant zaprezentowat inne niz standardowe metody analizy statystycznej
wynikéw swoich badan. W ten sposéb wyszedt naprzeciw wspolczesnym tendencjom do
opracowywania na nowo dawnych wynikéw przy pomocy najnowszych metod statystycznych i
informatycznych, co zyskato nazwe ,Data Mining”. Natomiast druga czgSC jest typowa dyskusja
porownujaca wlasne wyniki z danymi literaturowymi. Naczelng idea autora jest sktanianie sie do
opinii, ze w ekstraktach z Bacopa monnieri wystepuja i dziataja fizjologicznie i farmakologicznie
nie tylko bakozydy, ale takze i inne aktywne sktadniki, co chyba jest wspolng cecha wszystkich
roslin leczniczych w poréwnaniu z dzialaniem czystych chemicznie, aktywnych substancji. Autor
wskazuje, ze¢ nawet obecny w tkankach kwas mirystynowy wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe, a pomocne moga by¢ takze tryptofan i serotonia, a z fenoli — kwasy
fenolowe i flawonoidy. Mysle, ze jest to stuszne przekonanie i podejscie badawcze, aczkolwick
moje stanowisko w tej kwestii moze znaczy¢ niewiele, bo nie jestem farmakologiem. Reasumujac -
dyskusja zostala przeprowadzona wnikliwie i szczegétowo, a przy tym dodala nowe fakty i
przemyslenia autora. Ugruntowuje to mojg opini¢ o doktorancie, jako osobie w pelni swiadomej,
jakie problemy naukowe s3 warte zbadania i jakimi metodami mozna dojsé do zamierzonego celu.

Podsumowanie

Autor podsumowat wyniki swojej pracy, formutujac pokazna liczbe 12 wnioskéw koncowych Nie
mial z tym zadnego problemu ze wzglgdu na dostatek ciekawych i wartoéciowych wynikow.
Jednak zachecam, aby Doktorant sprobowal sformulowaé wniosek uogolniajacy pokazane w
rozprawie osiggnigcia.

Spis literatury

Nie mam uwag, co do doboru cytowanych publikacji, ktorych autor zebrat wystarczajacy liczbe,
zwlaszcza, ze znakomita wigkszosé cytowanych pozycji przeszia wczesniej pozytywna weryfikacje
w redakcjach poszczegodlnych czasopism.

Krotka charakterystyka publikacji stanowiacych podstawe do przygotowania pracy doktorskiej.
Jest to zestaw pigciu monotematycznych publikacji, bo cho¢ w pierwszej, przegladowej, opisano 8
gatunkéw rolin o znaczeniu farmaceutycznym to Bacopa monnieri zostata oméwiona najszerzej a
sama publikacja moze stanowi¢ rodzaj wstepu do calosci pracy. Publikacje te sa srednio 5-
autorskie, a doktorant zajmuje pierwsze miejsce w trzech z nich i drugie w pozostalych. Najstarsza
publikacja ukazala si¢ w 2014 roku, nastepna w roku 2015 i trzy najnowsze w 2016. Fakty te
swiadczg o silnej determinacji autora, aby sprawnie wykonaé i opisaé w publikacjach wykonane
badania i na ich podstawie przygotowaé rozprawe. Jestem pelen uznania dla tak efektywnej pracy
naukowej. Publikacje te ukazaly sie¢ w zmanych czasopismach o profilu  medycznym,
biotechnologicznym, biochemicznym i fizjologicznym, co przyjmuje z duzym uznaniem. Z réwnie
duzym uznaniem odnotowatem, ze mgr Lojewski jest wspotautorem tacznie 12 publikacji, jednego
rozdzialu w ksigzce, a takze 10 doniesien na krajowych i zagranicznych konferencjach.



Doktorant zamiescil oswiadczenia wspélautorow o ich udziale w powstaniu kolejnych
publikacji. Wiem, Zze takie s3 wymogi, ale z zasady do tych oswiadczen si¢ nie odnosze. Czuje sie
bowiem zazenowany, studiujac je i oceniajgc, zapewne tak samo jak czuli si¢ wspdtautorzy,
przygotowujac swoje oswiadczenia, ktére wyrazaja podejrzliwos$é wladz zwierzehnich w stosunku
do obywatela. Nie mam powoddw, aby nie wierzyé w to, ze udzial w zespole autorskim potwierdza
wkiad kazdego z autor6w w powstanie publikacji a kolejnos¢ takze nalezy pozostawié do decyzji
zespotu autorow.

Wreszcie zauwazam z uznaniem, ze autor twérczo wykorzystal publikacje =z
monotematycznego cyklu. Niektére zagadnienia zostaly rozszerzone na potrzeby rozprawy
doktorskiej, a niektére wyniki zawarte w publikacjach zostaty w rozprawie pomini¢te. Oznacza to,
Z¢ autor rozumie, ze nie zawsze, nawet zamknigte juz dzielo, jest doskonale, a wéwczas, jeshi
mozna je poprawi¢, to nalezy to uczynié. Przyznaje, ze w trakcie przygotowania recenzji czesto
musialem si¢ ,,przelacza¢” z rozprawy na publikacje i z powrotem, na co wtedy sie¢ nawet
zzymalem, jednak po ukoriczeniu recenzji przyznalem, ze powinienem doktorantowi podzigkowaé,
poniewaz dzigki niemu czulem sie recenzentem a nie notariuszem, potwierdzajagcym fakty
zaistniale i juz wezesniej zaakceptowane, nawet nie wiem przez kogo.

Whiosek konicowy

Wyrazam zdecydowang opini¢, ze przedstawiona przez pana Macieja Lojewskiego rozprawa
doktorska doskonale, wpisuje sie w wysitki biologow farmaceutycznych w kierunku poznawania i
wartosciowania nowych roslin o wlasciwosciach leczniczyceh, nie jako alternatywy, ale raczej dla
wzmocnienia i uzupelnienia lekéw wytwarzanych z innych organizméw, albo WwreczZ powstajacych
na drodze chemicznej syntezy.

Przedstawiona rozprawa spelnia wszystkie kryteria wymagane dla dysertacji doktorskiej, a
wieloscig przedstawionych wynikéw i merytoryczna waga wigkszosci z nich, plasuje j3 w szeregu
tych najlepszych. Wnioskujg¢ wiec o dopuszczenie Pana mgr Lojewskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Doceniam bardzo aktualny charakter tematu rozprawy, jej logiczny zamysl i zalozone
cele, a takie OGROM pracy potrzebnej do realizacji tych celéw. Wszystko to znalazlo odbicie
W przygotowanej rozprawie, poprzedzonej przygotowaniem w krétkim czasie znaczjcej
liczby publikacji. Daje mi to podstawy do zlozenia wniosku o wyréznienie pracy, z nadzieja,
Ze te tak potrzebne badania beda w przyszlosci kontynuowane.
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