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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr farmacji Filipa Oskara Graczyka

pt.

»Analiza farmakognostyczno-chemiczna i fitofarmakologiczna owocow
Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim. jako howego surowca

adaptogennego”

zrealizowanej w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

pod opiekg naukowg Promotora, dr hab. n. farm. Daniel Zatuskiego, prof. UMK

Uwagi ogdlne dotyczace strony formalnej

Pan mgr Filip Graczyk jest absolwentem kierunkéw analityka medyczna (rok 2019) oraz
farmacja (rok 2022) Woydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, UMK. Od 2020 roku jest zatrudniony w macierzystej uczelni w
Katedrze Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji, gdzie wykonywat badania
wchodzgce w zakres rozprawy doktorskiej. Ze wzgledu na interdyscyplinarng tematyke
byly one wsparte szerokg wspotpraca z innymi osrodkami naukowymi. Mozna tu wymienic
szereg jednostek Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, tj. Katedre i Zaktad Biologii z
Genetyka, Zaktad Chemii Analitycznej, Zaktad Farmakologii, a ponadto Katedre
Immunobiologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Katedre Biologii i
Biotechnologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk,
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Wyzszg Szkote Inzynierii i Zdrowia w Warszawie, Instytut Nowych Syntez Chemicznych w
Putawach, czy wreszcie osrodek zagraniczny, Natural Products Laboratory Uniwersytetu w
Leiden (Holandia).

Dysertacja doktorska mgr Filipa Graczyka zawiera obszerne, 57 stronicowe, opracowanie
(wraz z literaturg, liczacg az 87 pozycji, i spisem rycin), wprowadzajgce w tematyke
badawczg, przedstawiajgce cele naukowe, badania wiasne, oraz dyskusje uzyskanych
wynikow. Stanowi ono bardzo dobry komentarz do tresci zawartych w publikacjach,
bedacych zasadniczg czescig przedtozonej do oceny rozprawy. Jest to zbior trzech
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych wraz ze streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim, co jest zgodne z aktualnymi wymaganiami ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 (z p6zn, zm.), artykut
187, pkt. 3 i 4. Wszystkie publikacje to prace oryginalne, z lat 2021-2022, dwie z nich
ukazaly sie w czasopi$mie Molecules (MDPI), jedna w Journal of Ethnopharmacology
(Elsevier). Warto podkresli¢ wysoki fgczny wspoétczynnik oddziatywania impact factor tych
czasopism, ktéry wynosi 15,049 oraz wysokg punktacje MEIN (420 pkt.).

Nalezy podkreslic, ze mgr Filip Graczyk jest pierwszym autorem zbioru artykutow,
wchodzgcych w sktad omawianej rozprawy doktorskiej. W swoim oswiadczeniu o udziale
w publikacjach, zamieszczonym w dysertacji, przedstawit zakres wykonanych
samodzielnie prac oraz procentowo oszacowany wktad wiasny (od 58 do 65%). Opis ten
jest w mojej opinii nieco zbyt ogolnikowy, niemniej os$wiadczenia pozostatych
wspotautoréw z ww. wielu osrodkéw biorgcych udziat w prowadzonych badaniach,
potwierdzajg jednoznacznie wiodaca role Doktoranta.

Poza kopiami publikacji, streszczeniem i o$wiadczeniami wspotautorow, w dysertacji ujeto
konieczng do przeprowadzenia badan zgode komisji bioetycznej UMK Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, spetniajac tym samym wymogi formalne. W sktad
rozprawy witgczono ponadto krétkg informacje o catosciowym dorobku naukowym Autora.

Uwagi dotyczace podjetej tematyki i realizacji badan

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Filipa Graczyka, skupiona wokot jednej z cennych
roslin o wtasciwosciach prozdrowotnych tj. Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.)
Maxim., wpisuje sie doskonale w obszar badan dziedziny nauk medycznych i nauk o
zdrowiu. Eleuterokok kolczasty to azjatycki gatunek dostarczajgcy surowca
farmakopealnego Eleutherococci radix (FPXIl). Ma on dlugg tradycje stosowania w
Tradycyjnej Medycynie Chifskiej oraz etnomedycynie Rosji i jest znany ze swojej
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wielokierunkowej aktywnosci, okreslanej mianem adaptogennej. Jedng z istotnych cech
adaptogenow jest redukcja stresu i korzystny wptyw na organizm o obnizonej odpornosci.

Konsekwencje dla zdrowia i psychicznego dobrostanu cztowieka wynikajgce z
napie¢ zwigzanych z dynamikg rozwoju cywilizacyjnego i trudno$ciami adaptacyjnymi sg
problemem globalnym, a terapia schorzen, w ktérych etiopatogenezie znaczgcg role
odgrywa stres, jak m.in. nowotwory, zaburzenia odzywania, depresja, stany lekowe, rodzi
obcigzenia dla systemu opieki zdrowotnej i przektada sie na okreslone koszty spoteczne.
W tym kontekscie, zwrdcenie wigkszej uwagi na dziatania profilaktyczne, wiaczajac w to
wspomagajacg funkcje surowcéw roslinnych o cechach adaptogenéw, ma ogromne
znaczenie.

Ze wzgledu na udokumentowang aktywnos¢ i efektywno$é korzeni eleuterokoka
kolczastego, zapotrzebowanie $wiatowego przemystu zielarskiego na ten tradycyjnie
stosowany surowiec jest ogromne, co przeklada sie na nadmierng eksploatacje
naturalnych stanowisk gatunku i zagrozenie jego wytrzebieniem.

Zatem problem naukowy, ktérego rozwigzania podjagt sie mgr Filip Graczyk, w
ramach pracy doktorskiej jest niezwykle istotny z punktu widzenia nauk farmaceutycznych.
Przedmiotem rozprawy bytlo bowiem wykazanie, w oparciu o analize fitochemiczng i
fitofarmakologiczng, czy Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim., uprawiany
w warunkach europejskich, moze stanowi¢ zrodio pozyskiwanego w sposéb
zréwnowazony i zgodny ‘'z zasadami zachowania gatunku, alternatywnego surowca
adaptogennego, tj. owocow.

Szeroko zakrojone badania proponowanego nowego surowca obejmowaty analize
fitochemiczng ukierunkowang na wybrane, wyspecjalizowane metabolity, typowe dla
gatunku Eleutherococcus senticosus, ktorym przypisuje sie gtéwng role w dziataniu
adaptogennym. Zatem analizowano obecno$¢ i zawarto$é eleuterozydéw, szczegdlnie
eleuterozydu B, E i E1, a takze wybranych kwaséw fenolowych. Ponadto, dysponujac
nowym materiatem roslinnym, dotychczas w niewielkim stopniu przebadanym, okreslono
takze skfad olejku eterycznego, sktad kwasow ttuszczowych w oleju oraz zawarto$é w nim
tokoferoli i triterpenu — kwasu ursolowego. Analizie jako$ciowo-ilo$ciowej poddano takze
przetwor wykonany ze $wiezych owocéw, tj. intrakt, oznaczajgc w nim ponadto cukry,
szczegbinie mio-inozytol i mannitol. Wykonane badania potwierdzajg, ze Doktorant
swobodnie porusza si¢ w metodologii analizy fitochemicznej, poza oznaczeniami
spektrofotometrycznymi, wykorzystywat wysokosprawng chromatografie cieczowa,
chromatografie gazowg sprzezong ze spektrometrig mas, zréznicowane metody
ekstrakcyjne, w tym mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowe.

W dalszej czesci badan, skupionych na ocenie fitofarmakologicznej intraktu z
owocow Eleutherococcus senticosus, wykonano szereg specjalistycznych testow,
okreslajgcych gtéwne cechy, rozpatrywane w przypadku potencjalnych adaptogendw,
m.in. wptyw na przezywalno$¢ i proliferacje ludzkich leukocytéw, produkcje cytokin, wzrost
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odpornosci krwinek biatych, zainfekowanych wirusem, aktywno$¢ antyoksydacyjng.
Badania te przeprowadzono we wspétpracy z wymienionymi wczesniej jednostkami
naukowymi. Dodatkowym aspektem prac fitofarmakologicznych byto okreslenie
efektywnosci in vitro intraktu z owocéw eleuterokoka wobec szeregu enzyméw, biorgcych
udziat w patogenezie stanu zapalnego i innych schorzen (hialuronidaza,
acetylocholinesteraza, tyrozynaza).

Prowadzac badania wiasne mgr Filip Graczyk wykazat sie umiejetnoscig dobrego
planowania i wspotpracy, korzystajgc z doswiadczenia wyspecjalizowanych jednostek
badawczych. W efekcie powstaly wartosciowe publikacje, bedace trzonem ocenianej
rozprawy. Przeprowadzone badania nie tylko dostarczajg nowatorskich danych, lecz maja
wyrazny walor aplikacyjny i stwarzajg pole do dalszych prac badawczych i wdrozeniowych.

Wsrdd najwazniejszych osiggnie¢ mgr Filipa Graczyka, mozna wymienic:

i. Okreslenie po raz pierwszy skfadu owocdéw badanego gatunku, ze wskazaniem
réznic miedzy catymi owocami, owocnig i nasionami, ze szczegdlnym
uwzglednieniem bioaktywnych eleuterozyddéw B i E i kwasoéw fenolowych;

ii. Wykazanie, ze z owocéw eleuterokoka mozna uzyskaé ekstrakty bogate w kwas
ursolowy i 8-tokoferol,

iii. Zaproponowanie procedury wytwarzania intraktu ze 3$wiezych owocow
eleuterokoka i jakosciowo-ilosciowe scharakteryzowanie fitochemiczne tego
przetworu; -

iv. Okreslenie w modelu in vitro zdolnosci do indukcji nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej leukocytéw przez intrakt ze swiezych owocow eleuterokoka,
oraz wykazanie jego niskiej toksycznosci w modelu komérkowym HepG2 i
FaDu, co pozwala rozwazac¢ ten przetwor jako potencjalny nowy srodek o
cechach adaptogennych;

v. Wykazanie, ze aktywno$¢ intraktu jest niezalezna od obecnosci eleuterozydow B i
E;

vi. Okreslenie, dla intraktu z owocéw eleuterokoka, zdolno$ci do hamowania
tyrozynazy i wskazanie potencjalnego zastosowania tego przetworu w
preparatach rozjasniajgcych skore.

Z punktu widzenia nauk farmaceutycznych na szczegdlne wyrdznienie zastuguje
kompleksowe podejscie do oceny potencjalnie nowego surowca farmakopealnego. Majgc
na uwadze przyszte opracowanie monografii, Doktorant, poza badaniami fitochemiczno-
fitofarmakologicznymi, wykonat" bowiem takze analize farmakognostyczng owocow
gatunku Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim., wskazujgc na cechy
mikro- i makroskopowe, istotne dla oceny czystosci i jakosci.
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Wymienione powyzej osiggniecia dowodza oryginalnosci rozwigzan probleméw
naukowych przez Doktoranta i wskazujg na nowatorski charakter badan, spetniajac
tym samym wymaganie sformutowane w artykule 187, pkt. 2 Ustawy.

Chce podkresli¢, ze zarowno w tekscie rozprawy, jak i w samych publikacjach, mgr Filip
Graczyk szeroko komentuje uzyskane przez siebie wyniki na tle innych doniesien
literaturowych, zwracajgc uwage na rozbieznosci i wskazujgc na mozliwe wyjasnienia oraz
sugerujgc kierunki dalszych badan. Wyczerpujgco potrakiowano takze przedstawienie
gatunku Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim., z wyszczegolnieniem
przestanek do podjecia prac wiasnych oraz opis zastosowanej metodyki. Zawarte w
tekscie rozprawy oraz trzech przedstawionych publikacjach tresci swiadczg wiec o
szerokiej wiedzy teoretycznej Doktoranta w dyscyplinie, ktéra reprezentuje, jak
rowniez potwierdzaja umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych,
zatem oceniana rozprawa spetnia wymaég zawarty w art. 187, pkt.1 Ustawy.

Niemniej w trakcie lektury nasuneto mi sie kilka uwag oraz pytan. Sam tytut rozprawy nie
jest precyzyjny, albowiem podkreslono w nim analize farmakognostyczng, ktora jest
jedynie utamkiem szerokich badan o charakterze fitochemicznym. Z Kkolei ocena
fitofarmakologiczna w odniesieniu do potencjatu adaptogennego, i nie tylko (testy inhibicji
enzyméw), dotyczy w zasadzie wytgcznie jednego konkretnego przetworu ftj. intraktu.
Majac na uwadze ogdéiny cel badan ciekawi mnie, czy, w opinii Doktoranta, badany
gatunek jest tatwy do uprawy w warunkach europejskich i jaki jest plon owocow. W
rozprawie zabraklo mi komentarza odnosnie réznic zawartosci eleuterozydow,
zaobserwowanych w badaniach wiasnych na owocach, w stosunku do wartosci
literaturowych dla korzeni i ich przetworéw, podobnie mato precyzyjnie skomentowano
roznice w sktadzie miedzy wysuszonymi i Swiezymi owocami (liofilizaty ekstraktow
etanolowych).
Ponadto, skoro gtéwnym zamierzeniem byto wykazanie, czy owoce mogag stanowic
alternatywny dla korzeni surowiec o takim profilu aktywnosci, nasuwa sie pytanie,
dlaczego nie ujeto w badaniach w celach poréwnawczych jakiego$s standardowo
wykonanego wyciggu z Eleutherococci radix? Kolejne pytanie dotyczy przestanek za
podjeciem analiz aktywnosci hamujgcej tyrozynaze czy acetylocholinoesteraze, te kierunki
trudno bowiem tgczyé z dziataniem adaptogennym.
Prositabym takze o wyjasnienie pewnych zapiséow w tekécie rozprawy, kitore nie sg jasne.
1. Autor podaje wyniki analiz ,oleju z owocéw”, uzywajg tez sformutowania ,w
niniejszej pracy oceniono zawarto$¢ ...w oleju z nasion” (str.47) podczas gdy w
metodyce w p. 7.5.4 mowa jest jedynie o wykonaniu ekstrakcji wspomaganej
ultradzwiekami wysuszonych i sproszkowanych owocow przy uzyciu heksanu jako
rozpuszczalnika.
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2. Dlaczego w odniesieniu do badan na komérkach A549 uzyto sformutowania ,efekt
cytopatyczny” (str. 50)?

3. W jaki sposob okreslono stezenie cytotoksyczne CEso na podstawie ,odczytu
mikroskopowego” (str. 33)?

4. Jakie zmiany w ,morfologii komoérek” sa mozliwe do stwierdzenia w tescie z
btekitem trypanu (str. 32)?

Powyzsze uwagi i pytania wynikajg z obowigzku recenzenta i nie wplywajg na mojg
pozytywna opinie o rozprawie doktorskiej i osiggnieciach badawczych mgr Filipa
Graczyka.

Podsumowanie i wnioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa mgr Filipa Oskara Graczyka speinia
wszystkie wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku (z
poézn. zm.). Badania, ktorych efektem sg publikacje zawarte w rozprawie doktorskiej,
stanowig istotny wklad w rozwéj dyscypliny nauk farmaceutycznych, uzyskane
wyniki dostarczaja ciekawych danych o nowym surowcu farmakognostycznym i
stanowig nowatorskie rozwigzanie postawionego problemu naukowego. Wysoki
poziom wiedzy i umiejetnosci Autora jest dodatkowo poparty dorobkiem i aktywnoscig nie
wchodzgcymi w zakres recenzowanej rozprawy doktorskiej (publikacja przegladowa, IF =
5,756 i 140 pkt. MEIN; trzy doniesienia konferencyjne; udziat i wyréznienie w konkursie
,Liderzy Innowacji Pomorza i Kujaw”; doswiadczenie dydaktyczne).

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu z wnioskiem o
przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Filipa Oskara Graczyka i dopuszczenie do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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