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Ocena pracy doktorskiej mgr Magdaleny Wyszkowskiej-Kolatko pt. ”Ocena
aktywnosci biologicznej in vitro wyciagéw z wakroty azjatyckiej”

Produkty lecznicze pochodzenia roélinnego stanowia fundament dzisiejszego
przemystu farmaceutycznego, jak i kosmetycznego. Jedng z najbardziej cenionych roslin w
medycynie Dalekiego Wschodu obok zenszenia jest wakrota azjatycka Centella asiatica (L.)
Urban, syn. Hydrocotyle asiatica (L.). Surowcem leczniczym pozyskiwanym z wakroty
azjatyckiej sg zar6wno liscie, jak i cata roslina z korzeniami. Sg one stosowane od tysigcy lat w
medycynie ajuwerdyjskiej jako swoiste panaceum w roznych chorobach o$rodkowego uktadu
nerwowego, w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego (w nadcisnieniu, zaburzeniach
krgzenia obwodowego), chorobie wrzodowej przewodu pokarmowego, w chorobach skory, w
tym w leczeniu trudno gojacych si¢ ran. Lekarze indyjscy stosujg preparaty z wakroty
azjatyckiej zewnetrznie i wewnetrznie w chronicznych owrzodzeniach, egzemach, tuszezycy,
tradzie, a takze w malarii oraz jako $rodek ogélnie wzmacniajacy. Wysuszone liscie stosuje sie
dla poprawienia pamigci oraz w zaburzeniach sfery mentalnej. Stwierdzono przy tym, ze sktad
chemiczny wakroty azjatyckiej jest zroznicowany w zaleznosci od miejsca wystepowania
rosliny. W Indiach stwierdzono obecno$¢ pieciu roznych odmian chemicznych. Pierwsza
odmiana zawiera w wigkszosci kwas azjatykowy i madekasowy oraz ich pochodne, druga kwas
indocetoikowy, trzecia azjatykozyd, bramozyd, braminozyd oraz kwas azjatykowy i
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izotankunizyd i kwas izotankunizydowy. W Chinach i na Madagaskarze wyciagi z Centella
asiatica zawierajg glownie pochodne kwasu madekasowego. Zaobserwowano takze, ze
zawartos¢ procentowa czterech podstawowych zwigzkow frakcji triterpenowej: kwaséw
(azjatykowego, madekasowego) oraz azjatykozydu i madekasozydu, w wyciagach wodnych i
alkoholowych rozni si¢ znacznie w zaleznosci od ekotypu. Zgodnie z wymogami
obowigzujagcymi we Wspolnocie Europejskiej, ekstrakt TECA (titrated extract of Centella
asiatica) nie moze by¢ aktualnie zarejestrowany jako preparat ziolowy, ze wzgledu na jego
zmienny sktad oraz rézne procesy otrzymywania. Wedlug European Medicines Agency
(EMEA) stosowane metody otrzymywania wyciagéw z wakroty azjatyckiej nie zapewniajg
stalej jakosci uzyskiwanego produktu. Leki powstajace w sposob konwencjonalny, na bazie
substancji czynnych opracowywane w laboratorium, sg standaryzowane. Natomiast w
przypadku rodlinnych produktéw leczniczych, ich sklad i jakos¢ jest zwigzana z procesem
uprawy i zbioru roslin. Ztozonos¢ sktadu tych produktéw (zaréwno substancje jak i przetwory
ro§linne np. wyciagi) skutkuje tym, Ze sa one w istocie skomplikowanymi mieszaninami grup
zwigzkéw chemicznych, co znaczgco utrudnia kontrole jakosci na poziomie stosowanym
wobec czystych substancji chemicznych. Wystepowaé mogg liczne problemy z
wyselekcjonowaniem 1 oznaczaniem zawartosci konkretnej substancji. Mozliwosé
dokumentowania jakosci pod katem analizy sktadu, zawartosci i zanieczyszczen w stosunku do
tych produktéw jest ograniczona. Nalezy jednak podkreslié fakt, ze wyciagi z wakroty
azjatyckiej stosowane sa w roznych preparatach dermatologicznych i kosmetycznych do
gojenia zmienionej chorobowo struktury skéry (wypryskow, tradziku, oparzen, odlezyn,
wyréwnywania zbliznowacen). Produkowane na bazie wyciggéw z wakroty azjatyckiej
preparaty, np. Madecassol i Analen — mazidta, Alveo — plyn, Varixinal — tabletki i Cicatridine
— globulki, majg status suplementéw diety. Hasco-Lek produkuje preparaty Detocell Cellulit
oraz Detocell Aqua — suplementy diety przeznaczone dla kobiet ze sklonnoscia do cellulitu.
Preparat Detocell Cellulit zawiera jako substancje czynna, poza olejem rybim (kwasy z grupy
omega-3) i olejem z ogérecznika (kwasy omega-6), wyciag suchy z wakroty azjatyckiej,
wspomagajacy krazenie obwodowe oraz pobudzajacy rozwdj fibroblastéw oraz biosynteze
kolagenu, elastyny i kwasu hialuronowego. Prowadzone obecnie badania farmakologiczne
potwierdzaja wielokierunkowe dziatanie lecznicze wakroty azjatyckiej.
W nurt tych rozwazan wpisuje si¢ praca doktorska mgr Magdaleny Wyszkowskiej-
Kolatko pt. ”Ocena aktywnosci biologicznej in vitro wyciagéw z wakroty azjatyckiej”. Wybor
tematu pracy doktorskiej jest aktualny i interesujacy, o duzych walorach aplikacyjnych.

Przemyst kosmetyczny, zar6wno w Polsce, jak i na $wiecie wykazuje ogromne



zainteresowanie ekstraktami z wakroty azjatyckiej, co skutkuje zagrozeniem wyginiecia
rosliny w srodowisku naturalnym. Alternatywna metoda pozyskiwania duzej ilosci biomasy
sg hodowle rodlinne kultur in vitro. Doktorantka podejmuje probe zbadania aktywnosci
biologicznej i bezpieczeristwa stosowania wyciagu z wakroty azjatyckiej otrzymanego z
ro$liny pochodzacej ze stanowiska szklarniowego (CA1), wyciagu z rosliny z hodowli in vitro
(CAZ2) oraz ich gléwnych sktadnikéw aktywnych azjatykozydu i madekasozydu, w stezeniach
odpowiadajacych ich zawartosci w wyciggach.

Uklad przedstawionej do recenzji pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z
podziatem na rozdzialy: wstep, zatozenia i cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje,
podsumowanie i wnioski koficowe, literaturg, oraz spis tabel i rycin. W rozprawie znajdziemy
abstrakt w jezyku angielskim i jezyku polskim oraz wykaz stosowanych skrétow. Praca
doktorska mgr Magdaleny Wyszkowskiej-Kolatko jest obszerna, liczy 176 stron tekstu, w
ktérych zawartych jest 35 rycin i 20 tabel. Tabele i ryciny umieszczono w tekscie, co znacznie
ulatwia korzystanie z nich w trakcie czytania. Doktorantka postuguje sie precyzyjnym,
zwigzlym jezykiem naukowym, swobodnie poruszajgc si¢ w terminologii omawianych
zagadnien. Zwraca uwage wielka starannos¢ graficzna i edytorska pracy. Pi$miennictwo liczy
143 pozycji 1 jest wlasciwie dobrane i cytowane.

We wstepie pracy, liczacym 35 stron, Doktorantka przedstawia informacje szeroko
naswietlajagce zakres tematyczny podjetych badan. W rozdziatach tych Autorka omawia
zagadnienia dotyczace morfologii, wystgpowania i sktadu chemicznego Centella asiatica. We
wstepie dysertacji znajdziemy réwniez opis whasciwosci terapeutycznych wyciagow z wakroty
dermatologicznych. Doktorantka naswietla tez biodostepnos¢ ekstraktéw z C. asiatica. Wstep
rozprawy doktorskiej pozwala czytelnikowi zapoznaé si¢ z profilem alergologicznym i
toksykologicznym ekstraktéw z wakroty azjatyckiej i ich aktywnoscig antycellulitowa,
wptywem na mikrokrazenie skérne oraz na proces gojenia si¢ ran. Informacje zawarte w tej
czgsci pracy stanowig wyczerpujagce wprowadzenie do czgéci doswiadczalnej dysertacii.
Podsumowujac, rozdzial ten $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci aktualnego pismiennictwa,
duzej wiedzy, solidnym i dogl¢bnym przygotowaniu Doktorantki do podjetych badat.

Celem pracy doktorskiej mgr Magdaleny Wyszkowskiej-Kolatko jest badanie
aktywnosci biologicznej i bezpieczenstwa stosowania wyciggéw wodnych z wakroty
azjatyckiej otrzymanych z ro$liny pochodzacej ze stanowiska szklarniowego (CA1) i z rosliny
z hodowli in vitro (CA2). Jako zwigzki referencyjne zastosowano azjatykozyd i madekasozyd,
gléwne skladniki aktywne zawarte w wyciagach. Zawarto$é azjatykozydu (AZJ) i



madekasozydu (MAD) w wyciagach CA1 i CA2 oznaczono przy uzyciu spektroskopii masowej
UPLC-MS/MS. Badane ekstrakty réznily si¢ znacznie zawartoscig azjatykozydu i
madekasozydu, na korzys¢ ekstraktu z rosliny szklarniowej. Badania in vitro zostaly zakrojone
na bardzo szeroka skalg, na szesciu liniach komérkowych, w tym na trzech liniach komérek
prawidlowych: fibroblastach skéry ludzkiej (BJ-5ta), keratynocytach skéry ludzkiej (HaCaT),
astrocytach (C8D1A) oraz na trzech liniach komérek nowotworowych: czerniaka skéry (linia
A375), czerniaka skory przerzut z ptuca (linia WM793) i nowotworu watroby — hepatocytach
(HepG2).

Metodologia badaf opisana jest w sposéb jasny i przejrzysty. Rozdziat , Materiaty i
Metody” zostal opracowany szczegélowo, lecz zarazem klarownie. Rezultaty badan
opracowane sg niezwykle starannie w rozdziale ,,Wyniki”. Przedstawiono je w sposéb
uporzadkowany, zgodny z ukladem zaproponowanym w rozdziale po$wigconym metodyce
badan, co znaczaco ulatwia ich oceng. Zbadano wptyw wyciggéw z wakroty azjatyckiej CA1 i
CA2 i saponin azjatykozyd i madekasozyd na zywotnos¢ i proliferacje komérek szesciu linii
komoérkowych w kontekscie bezpieczenstwa stosowania oraz potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowej za pomoca testdw oceniajacych: funkcje mitochondriéw (test MTT),
aktywnos¢ lizosomoéw (test z czerwienia obojetng), aktywnosé proliferacyjna (test z fioletem
krystalicznym). Doktorantka zbadata wpltyw wyciagéw i saponin na zywotno$é astrocytow
poddanych dziataniu doksorubicyny w aspekcie aktywnosci glioprotekcyjnej. W celu
oszacowania potencjalu mutagennego wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej objete projektem
badano w teScie Amesa, wykorzystujac szczepy Salmonella typhimurium TA98 i TA100
stosowane w rutynowych badaniach przesiewowych mutagennosci. Doktorantka dokonata
oceny dzialania przeciwstarzeniowego badanych wyciagéw i saponin. Zbadata wpltyw
wyciggow i saponin na aktywnos$¢ migracyjna keratynocytéw w tescie zarastania rany in vitro.
Okreslita aktywnos¢ antyoksydacyjng badanych dwoch wyciagéw z wakroty azjatyckiej oraz
azjatykozydu i madekasozydu za pomoca trzech réznych testow (DPPH, FRAP i, ROS-
Glo(H202). Kontynuacjg tych eksperymentéw bylo zbadanie zdolnosci fotoprotekcyjnej
wyciggdw i saponin poprzez pomiar wlasciwosci absorpcyjnych w zakresie promieniowania
UV. Rozdzial jest napisany bardzo kompetentnie, zawiera wszystkie informacje potrzebne
do wyciagniecia koficowych wnioskéw z badan.

Autorka rozprawy doktorskiej wykazala, ze testowane wyciagi nie wykazuja
aktywnodci cytotoksycznej ani mutagennej w odniesieniu do komérek prawidtowych
keratynocytow, fibroblastéw i astrocytow, natomiast dzialaja cytotoksycznie, a takze hamuja

proliferacj¢ komérek nowotworowych czerniaka linii A375 i linii WM793. Ciekawym wydaje



si¢ brak cytotoksycznosci zaréwno wyciggéw CAl, CA2, jak i saponin azjatykozydu i
madekasozydu na komorki nowotworowe watroby hepatocyty (HepG2). Obydwa testowane
przez Doktorank¢ wyciagi charakteryzowaly si¢ dzialaniem antyoksydacyjnym,
fotoprotekcyjnym, glioprotekcyjnym, przy czym ekstrakt z roliny szklarniowej CA2
wykazywal dodatkowo dziatanie przeciwstarzeniowe. Autorka stwierdzita wysoka aktywno$é
przeciwstarzeniowg oraz przeciwluszczycowa madekasozydu. Uzyskane wyniki przyczynity
si¢ do poszerzenia wiedzy o aktywnosci rosliny Centella asiatica, pozwolily po raz pierwszy
wykaza¢ dziatania wodnych wyciaggow CA1l i CA2, poréwnaé aktywno$é wyciagow
otrzymanych z ro$lin z hodowli szklarniowej i z hodowli in vitro, a takze po raz pierwszy
wylonity madekasozyd jako skladnik ekstraktéw z wakroty azjatyckiej o bardzo silnej,
korzystnej aktywnosci przeciwstarzeniowe;j i glioprotekcyjnej.

Dyskusja liczy 19 stron i jest podzielona na 6 rozdziatéw. Wydaje si¢ to stusznym
zabiegiem przy omawianiu tak wielkiej ilosci badan wiasnych i konfrontacji ich z badaniami
innych autoréw. W rozdziale tym Doktorantka przeprowadzita szczegétows analize uzyskanych
wynikéw badaf wlasnych i skonfrontowala je z osiagnieciami innych zespolow
badawczych.Rozdziat dysertacji pt. ,,Podsumowanie i wnioski koficowe”, zawiera 6 wnioskéw,
ktore wynikajg z przeprowadzonych bardzo szeroko zakrojonych badafi eksperymentalnych.

Praca doktorska mgr Magdaleny Wyszkowskiej-Kolatko pt. ”Ocena aktywnosci
biologicznej in vitro wyciggow z wakroty azjatyckie]j” rodzi kilka refleksji recenzentki:

1. Cel badan, zdaniem recenzentki zostal zakrojony zbyt szeroko. Obejmuje on badanie
aktywnosci cytotoksycznej, proliferacyjnej, mutagennej, glioprotekcyjnej, antyoksydacyjnej,
fotoprotekcyjnej wyciggu wodnego z wakroty azjatyckiej otrzymanego z roéliny pochodzacej
ze stanowiska szklarniowego (CAl), wyciagu z rosliny z hodowli in vitro (CA2) oraz ich
glownych skladnikéw aktywnych azjatykozydu i madekasozydu, czyli badaniu poddano az
cztery komponenty i do tego w réznych stezeniach i réznych czasach inkubacji. Badania te
zaplanowano i zrealizowano az na sze$ciu liniach komérkowych, trzech prawidtowych i trzech
nowotworowych. Czy nie nalezalo ograniczy¢ badan tylko do komoérek prawidlowych
fibroblastow skéry ludzkiej oraz komoérek naskorka keratynocytéw? Badania na komérkach
nowotworowych moglyby by¢ przedmiotem rozwazan innego poglebionego opracowania
naukowego, a na komérkach glejowych astrocytach jeszcze innej dysertacii.

2. Wniosek 3 wysunigty w dysertacji w rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski koficowe”, cytuje
“Dowiedziono selektywnosci dzialania ekstraktow CAl i CA2, czyli aktywnosci
cytotoksycznej w stosunku do komoérek nowotworowych i bezpieczenistwa w stosunku do

komérek prawidlowych.” zdaniem recenzentki nie jest precyzyjny, gdyz jak sama Doktorantka



wykazata w swoich badaniach, oba wyciagi CAl i CA2 nie wykazaly dziatania
cytotoksycznego na komérki nowotworowe watroby HepG2. Nalezaloby sprecyzowaé jakich
komoérki nowotworowych i prawidtowych dotyczy wniosek.
3. Zdaniem Recenzentki nalezatoby okresli¢ bioaktywne substancje frakcji triterpenowej w
ekstraktach CA1 i CA2 z Centella asiatica
4. Wiemy, ze zawarto$¢ procentowa czterech podstawowych zwiazkéw frakcji triterpenowe;:
kwaséw (azjatykowego, madekasowego) oraz azjatykozydu i madekasozydu, w wyciagach
wodnych i alkoholowych wakroty azjatyckiej rozni si¢ znacznie w zaleznosci od ekotypu.
Dlatego istotne przy wyciaganiu wnioskéw z badan opisanych w dysertacji jest okreslenie z
jakiego ekosystemu pochodzila roslina, z ktorej wyciagi sa przedmiotem dysertacji?
Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny
Wyszkowskiej-Kolatko pt. ”Ocena aktywnosci biologicznej in vitro wyciagéw z wakroty
azjatyckiej” cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktérych zalicza si¢ adekwatna do
postawionych zadan metodyke, aktualnosé i warto$¢ praktyczng uzyskanych wynikéw oraz
wartosciowg dyskusje¢ dowodzaca wiedzy i opanowania tematu przez Doktorantke.
Dysertacja jest bardzo obszerna, dowodzi ogromnego zaangazowania, pracowitosci i
entuzjazmu naukowego, pasji nie tylko Autorki rozprawy doktorskiej, ale rtéwniez Jej Promotor
prof. Elzbiety Pekali oraz Promotor Pomocniczej Dr Pauliny Koczurkiewicz. Rozprawe
doktorska oceniam wysoko, uwazam za interesujacg. Stanowi ona samodzielny dorobek
naukowy, w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim i spetnia wymogi
okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym z
pOzniejszymi poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852). Z wielka przyjemnoscia mam
zaszczyt przedstawi¢ wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego Collegium
Medium Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny Wyszkowskiej-

Kolatko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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