NUMY

Slaski Uniwersytet '
Medyczny w Katowicach

Uniwersytet Medyczny |

we Wroclawiu

A

RPW/14548/2022 p | Lz Riau
Data:2022-09-16 Lot /4L} (2

Katowice / 12.09.2022r.

Ocena

rozprawy doktorskiej Pana Macieja Danielewskiego z Katedry Farmakologii

Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu

zatytulowanej: ,, Wplyw naturalnych irydoidow i antocyjanow na wybrane parametry
Sfunkcji wagtroby i ukltadu sercowo-naczyniowego” wykonanej pod kierunkiem doktora

Klinika
Chorob Wewnetrznych
i Farmakologii Klinicznej
Katedry Farmakologii

40-752 Katowice,
ul. Medykow 18
www sum.edu.pl

KIEROWNIK KATEDRY i KLINIKI
prof, Bogustaw Okopien
bokapien@sum.edu.pl

SEKRETARIAT KATEDRY
tel.; +4832 252 39 02
fax: +48 32 288 85 32

farmklin@sum.edu.pl

SEKRETARIAT KLINIKI
tel.: +4832 78943 40

fax:+4832 789 43 43
cwf@uck katowice.pl

HR EXCELLENCE

EXCELLENCE N RESEARCH

habilitowanego Tomasza Sozanskiego

Przedstawiona do oceny dysertacja liczy 75 stron, na ktore skiadajg
sie trzy opublikowane prace naukowe o wspotczynniku oddziatywania IF
ponad 18 punktéw wraz z komentarzami w jezyku polskim. We
wszystkich publikacjach Kandydat jest pierwszym autorem. Autor
zamiescil rowniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, 38 pozycji
pismiennictwa do komentarzy oraz o§wiadczenia wspotautorow publikacji
o ich udziale w tworzeniu dziel w formie zalgcznikow.

Glownym zagadnieniem poszukiwan naukowych magistra farmacji
Macieja Danielewskiego jest ustalenie czy ekstrakt z owocow derenia
jadalnego moze by¢ skutecznym srodkiem terapeutycznym w chorobach
bedacych konsekwencjg diety obfitujacej w cholesterol. Kandydat
zrealizowal ten cel w pracy poglagdowej analizujac dostgpne zrédia
przedstawiajagce mechanizmy dzialania irydoidow i antocyjanéw na
funkcje watroby, serca i naczyn. Nastgpnie podsumowatl aktualny stan
wiedzy na temat dziatania tych zwigzkow na metabolizm cholesterolu i
lipidow poprzez regulacje zaangazowanych w ten proces czynnikow
transkrypcyjnych. Wreszcie Badacz wybral model badawczy i zaplanowat
wykonanie procedur pozwalajacych oceni¢ efekt ekstraktu z derenia
jadalnego na uszkodzenia narzadowe powodowane nadmiarem

cholesterolu.
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Autor na wstgpie doktadnie przedstawia dwie grupy badanych przez siebie zwigzkow
chemicznych. Szczegdlna uwage zwraca na wywolywane przez nie zmiany ekspresji czynnikow
transkrypeyjnych, tj. PPAR, czy receptoréw watrobowych X. Kandydat zwraca uwage na stezenie
adipokin regulujacych insulinowrazliwo$¢, wazne ogniwo schorzen metabolicznych. Przedstawia
takze wplyw wybranych przez siebie éo analizy substancji na lipidogram oraz aktywnos¢
biatkowych rdzeni poszczegdlnych jego frakcji, apoprotein.

Nastepnie Doktorant formutuje cele pracy oraz dokonuje wyboru zatozen wyjsciowych. U
ich podstaw legt dokonany wezesniej gruntowny przeglad aktualnego pismiennictwa.

Pan magister farmacji Maciej Danielewski detalicznie komentuje zastosowany material 1
wykorzystane przez siebie metody badawcze. Ekstrakt z owocow derenia jadalnego sporzadzono
wedlug opisanej wczesniej procedury (J Food Comp. Anal. 2015, 40, 95). Autor wiaczyt do
eksperymentu trwajgcego miesigc przygotowania i dwa miesiace badania 50 krolikéw. Podzielit
zwierzeta na 5 grup, pierwsza otrzymywala karme standardowa, druga bogatocholesterolowa (1%
wzbogacenia). Kolejne grupy oprocz diety zawierajacej cholesterol otrzymywaly ekstrakt z
derenia 10 lub 50 mg / kg m.c. oraz simwastatyn¢ 5 mg / kg m.c. Tkanki pobrane do oznaczen po
zakonczeniu badania to krew obwodowa, aorta i watroba.

Irydoidy oznaczono ilosciowo jako kwas loganowy, antocyjany jako cyjanidyno-3-O-
glukozyd oraz kwasy fenolowe, kwas kawowy i elagowy, a takze flawonole przy okreslonych
dlugosciach fali detekcji. Wykorzystano wysokosprawng chromatografie cieczowa wyposazong w
detektor z matrycg diodowa. Podano parametry kolumny.

Glikemig, lipidogram, st¢zenie apoprotein, insuliny i adipokin oznaczono powszechnie
stosowanymi metodami. Histopatologicznie oceniono sciany aorty piersiowej i brzusznej
dokonujgc pomiaru grubosci kompleksu intima-media.

Ekspresje mRNA PPAR-a i -y okreslono ilosciowa reakcjg PCR w czasie rzeczywistym z
klasycznym genem referencyjnym (GAPDH). Podano wykorzystany zestaw primerow.
Sprawdzono swoistos¢ reakcji PCR. Metoda AACt obliczono wzgledna ekspresje mRNA
badanych PPAR-a i -y.

Odrebna procedura biologii molekularnej, tj. Western Blot postuzyla Doktorantowi do
wykrycia receptora LXR-o w homogenatach watroby. Autor doktadnie opisuje przebieg rozdziatu
elektroforetycznego biatek, a pdzniej ich potsuchego przeniesienia na odpowiednia membrang i
wreszcie inkubacje z przeciwcialem anty-LXR-a. Bloty zostaly oczywiscie zeskanowane i

przeprowadzono oceng gestosci optycznej prazkow.
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Kandydat podaje zastosowane metody statystyczne, typowe dla badan przedklinicznych na
zwierzetach. Do ich wykonania wykorzystat odpowiednie oprogramowanie.

Pierwsza z zaliczonych do osiggniecia prac ukazala si¢ w Oxid Med. Cell Longev. 2020,
2020, ID 2735790 (IF=6,5). Nosi tytul: ,,The effects of natural iridoids and anthocyanins on
selected parameters of liver and cardiovascular system functions”. Doktorant zaréwno co do tej,
jak i nastgpnych publikacji doktadnie przedstawia swoj przewazajacy udzial w wykonaniu, jest tez
pierwszym autorem kazdej z nich. Praca to wyczerpujace studium dotyczace budowy chemicznej
badanych zwiazkow, ich mechanizmoéw dziatania oraz potencjalnych efektow terapeutycznych.
Wsrdd 92 pozyceji cytowanego pismiennictwa znalazty sie cztery prace Pana Profesora Tomasza
Sozanskiego, ktorego dzieto Doktorant tworczo kontynuuje. Rozwazania koncza celne
stwierdzenia o korzysciach ptynacych ze spozywania roslin zawierajgcych irydoidy i antocyjany.
Autor stusznie zauwaza, ze dobranie wlasciwych dawek dla pacjentow, czy to pojedynczych
substancji, czy ich kombinacji bedzie mozliwe po przeprowadzeniu badan klinicznych.

Kandydat dokonal takze waznego podsumowania mechanizméw dzialania irydoidow i
antocyjanow w drugiej publikacji osiagnigcia ., The impact of antocyanins and iridoids on
transcription factors crucial for lipid and cholesterol homeostasis™ (Int J Mol. Sci. 2021, 22, 6074;
[F=5,9). Do przéprowadzenia analizy Autor wybral pig¢ czynnikow transkrypcyjnych bazalnych
dla gospodarki lipidowej. Skomplikowany tekst zostal bardzo dobrze uzupehiony tabelami i
rycing dla utatwienia odbioru. W 78 pozycjach cytowanego pismiennictwa znalazta si¢ autocytacja
pierwszej pracy osiagnig¢cia. Praca znakomicie wigze stosowanie badanych zwiazkow z ekspresja
czynnikow transkrypcyjnych. Stad logiczna konstatacja, ze obnizenie stezenia cholesterolu moze
by¢ korzystne w rokowaniu wielu chor6b metabolicznych i kardiologicznych.

Trzecia praca to dokonanie oryginalne opublikowane w Nutrients 2021, 13, 3621. Tytut: .,
Cornelian Cherry (Cornus mas L.) iridoid and anthocyanin extract enhances PPAR-a, PPAR-y
expression and reduces I/M ratio in aorta, increases LXR-o expression and alters adipokines and
triglycerides levels in cholesterol-rich diet rabbit model”. Zgod¢ na wykonanie badania wydat
Lokalny Komitet Etyczny dla Badan ze Zwierzgtami w Instytucie Immunologii i Terapii
Eksperymentalnej PAN we Wroclawiu (21/2015).

Koncepcja wykonania pracy oryginalnej to wartosciowe uzupelnienie wysitku wlozonego w
sporzadzenie prac pogladowych. Wybrany model i przeprowadzone procedury juz przedstawiono
w recenzji. Zwraca uwage przejrzyste i jasne przedstawienie wynikow w postaci opisow, tabel,

wykresow oraz dokumentacji fotograficzne;.
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Autor przeprowadzil ciekawa i1 wieloaspektowa dyskusje uzyskanych danych opierajac si¢
zaréwno na pi$miennictwie z wlasnego osrodka, jak i na zewnetrznych, aktualnych publikacjach
(tgcznie 86 pozycji). Z rowng uwagg odnosi si¢ do spodziewanych wynikow, jak i do takich gdzie
nie uzyskano efektow dziatania ekstraktu z derenia, np. st¢zenie insuliny i glukozy. Niektore nie
majg odbicia nawet w tak starannie dot;ranym pismiennictwie, np. znaczgce obnizenie stezen
rezystyny, bardziej zdecydowane po podaniu mniejszej dawki ekstraktu. Prace konczg precyzyjnie
sformutowane wnioski, bez spekulacji, ale z pewnymi odniesieniami do mozliwosci zastosowania
wyciagu z derenia w terapii.

Poziom merytoryczny prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej docenili recenzenci
uznanych miedzynarodowych periodykow naukowych.

Na zakonczenie Doktorant dokonuje liczgcego cztery strony podsumowania prac i stawia 10
wnioskow. Lektura tego komentarza pozwala dobrze powtorzy¢ wezesniej bardzo dokladnie
przedstawione dane z prac pogladowych i pracy oryginalnej. Pan magister farmacji Maciej
Danielewski dostrzegl, ze irydoidy i antocyjany dzialajg antyoksydacyjnie eliminujgc aktywne
postaci tlenu, jak i stymulujgc uklady antyoksydacyjne. Hamowanie uwalniania cytokin
prozapalnych oraz molekul adhezyjnych wywiera efekt hepatoprotekcyjny i naczynioochronny.
Taka cytoprotekcja moze sta¢ si¢ wartosciowa opcjg terapeutyczng w chorobach watroby, serca i
naczyn. Autor podkreslil, ze bedzie to mozliwe po optymalizacji dawek 1 kompozycji zwiazkow
w probach klinicznych. Wreszcie istotnym dla postepu wiedzy ustaleniem Kandydata jest
wykazanie wpltywu badanych zwigzkoéw na ekspresje czynnikow transkrypeyjnych. To trudne
zagadnienie, bowiem pobudzenie takiego receptora moze wywotywac efekt przeciwzapalny, ale i
adipogenny. '

Bardzo ciekawe jest potwierdzenie, ze wyciag z derenia jadalnego prowadzi do redukcji
masy ciala, a wigc pojawia si¢ kolejny kierunek terapeutyczny.

Kluczowe dla zastosowan leczniczych jest wykazanie przeciwmiazdzycowego dzialania
ekstraktu z derenia pod postaciag zmniejszenia grubosci intimy w $cianie aorty.

Wazne, ze Doktorant zdaje sobie sprawe z ograniczen eksperymentu, ktérymi byty krotki
czas jego trwania i brak obcigzenia weglowodanowego w diecie. Umiejetnos¢ krytycznego
spojrzenia na wiasne dokonania to trudny , ale niezbgdny dowod dojrzatosci naukowe;.

Trudno méwié o niedociaggnigeiach w przypadku opublikowanych juz i ocenionych przez

recenzentow znakomitych czasopism, manuskryptow. Prace te jasno dowodza, ze Doktorant
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posiadl umiejetnos¢ trafnego doboru pismiennictwa oraz projektowania i przeprowadzenia
zmudnych i skomplikowanych eksperymentow.

Niemniej jednak z obowigzku recenzenta postaram si¢ przedstawic kilka uwag dotyczacych
calego opracowania rozprawy doktorskie;.

Znacznym ulatwieniem dla czytajfacego jest zamieszczenie w rozprawie kompletnego
zestawienia uzywanych skrotow. Nalezy jednak przyznaé, ze Autor pamigta przed
pierwszorazowym zastosowaniu skrotu o podaniu pelnej nazwy.

Kandydat nie ustrzegt si¢ tez przed za daleko idgcym uzywaniem skrotéw myslowych, np.
.metoda AACt” (str. 19), czy ..transfer potsuchy™ (str. 20). Oczywiscie dla Piszacego rozprawe,
czy dla recenzenta sg to jasne sformulowania, ale nalezy pamietaé, ze dysertacja ma by¢
przyczynkiem do postepu wiedzy nawet dla poczatkujgcych pracownikéw nauki.

Zgody Komisji Etyki na prowadzenie eksperymentu doszukal si¢ recenzent w pracy
oryginalnej, a powinien to by¢ kolejny zalgcznik opracowania.

Autor powinien przyblizy¢ czytelnikowi wybodr takich, a nie innych dawek podawanego
ekstraktu z derenia i simwastatyny. Rodzi sie rowniez pytanie czy wykonano proby pilotowe z
innymi dawkami? Czy rozwazono zastosowanie wigkszych dawek ekstraktu?

Na stronie 15 Doktorant sprecyzowal pie¢ celow rozprawy. Natomiast na stronie 72 pojawia
sie¢ 10 wnioskow. Recenzent stoi na stanowisku zgodnosci tych liczb. Poza tym co do Scistosci
wnioski to punkty 2-7, poniewaz maja jednoznaczne potwierdzenie w wynikach. Natomiast
punkty 1 i 8-10 to zarysowanie interesujacych kierunkéw badawczych. Recenzent widzi szerokie
pole do dzialania na gruncie zaprojektowania modeli insulinoopornosci z obcigzeniem
weglowodanowym i zastosowaniu wyciagu z derenia, czy jego skladnikow w nieco dhuzszej
perspektywie czasowe;.

Uwagi recenzenta w niczym nie umniejszaja wartosci pracy, majg charakter redakcyjny i
dydaktyczny. Powinny pozwoli¢ Kandydatowi na nieco inne spojrzenie na mozliwos¢ prezentacji
niebagatelnych osiggniec.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska zostala bardzo dobrze
wykonana. Wnosi ona wazne 1 nowe informacje do naszej wiedzy na temat dziatania irydoidow i
antocyjanéw. Praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowo$ci naukowych i w pelni

odpowiada wymaganiom stawianym dysertacjom doktorskim.
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Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 z poin. zm.).

Zatem mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu
wniosek o dopuszczenie
Pana magistra farmacji Macieja Danielewskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdéznienie ocenionej pracy po spelnieniu
wymogow formalnych obowiazujacych w Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu.
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