Prof. dr hab. Wiestawa Bylka Poznan, 15 sierpnia 2023 r.
Emerytowany profesor Katedry i Zaktadu Farmakognozji

Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Recenzja pracy mgr farm. Filipa Oskara Graczyka pt.,Analiza farmakognostyczno-
chemiczna i fitofarmakologiczna owocow Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.)
Maxim. jako nowego surowca adaptogennego” przedstawionej Radzie Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu, w celu uzyskania

stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Miejsce realizacji pracy: Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji CM

w Bydgoszczy UMK w Toruniu
Promotor pracy: dr hab. n. farm. Daniel Zatuski prof. UMK

Przedmiotem pracy doktorskiej byly owoce Eleutherococcus senticosus. Badania nad
gatunkami z rodzaju Eleutherococcus realizowane sg z interesujgcymi wynikami przez
promotora pracy oraz Zespét z Katedry i Zakladu Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji
w Bydgoszczy. Realizacja dysertacji, w zatozonym zakresie, nie bylaby zatem mozliwa bez
zaangazowania i doswiadczenia promotora.

W recenzowanej pracy Doktorant postawit hipotezg zaktadajgca, ze owoce moga byé
stosowane jako nowy surowiec adaptogenny, zamiennie z korzeniami. Prace majace na celu
potwierdzenie powyzszej hipotezy przebiegaly wieloetapowo i obejmowaly: ocene
farmakognostyczng i fitochemiczna owocow, ocene fitochemiczng i farmakologiczna intraktu
z owocow w modelu in vitro, z uwzglgdnieniem badan, ktérych wyniki pomoglyby ocenié,
czy owoce mogg stanowi¢ surowiec o dziataniu adaptogennym.

Podstawa pracy doktorskiej jest cykl, opublikowanych i powigzanych tematycznie
trzech prac naukowych, eksperymentalnych, opublikowanych w latach 2021 — 2022 w
czasopismach z IF: dwie prace w czasopismie Molecules 1F:4.927 pkt MNiSW:140 (wyniki
jednej z nich zostaly wykorzystane czgsciowo) i jednej w Journal of Ethnopharmacology
IF:5.195 pkt MNiSW:140 (facznie IF:15.049 pkt MNiSW:420). Wyniki byly takze
prezentowane na dwoch zjazdach migdzynarodowych.

Dokumentacja sktada si¢ z komentarza obejmujacego wstep, cel pracy, badania

wlasne, oméwienie wynikow badan i dyskusje, wnioski, pismiennictwo, spis rycin oraz z
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kopii prac stanowigcych podstawe pracy doktorskiej, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, ze zgody Komisji Biotycznej na przeprowadzenie badan, a takze z oswiadczen
Autora i Wspotautoréw prac o udziale w badaniach, z ktérych wynika znaczacy udziat
Doktoranta w wykonaniu publikacji. We wszystkich pracach mgr Graczyk byl pierwszym
Autorem.

Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej ukazaly sie w czasopismach z listy
JCR, przed opublikowaniem zostaly oceniane pod wzgledem merytorycznym przez
recenzentow z wielu osrodkéw naukowych, dziatajacych niezaleznie. Jak recenzent rozprawy
doktorskiej, ktorych podstawe stanowia przedstawione prace, skupi¢ si¢ zatem na ocenie
wyboru i znaczenia problematyki dysertacji, spojnosci tematycznej przedstawionych prac
oraz na wyrazeniu opinii o nadestanej dokumentacji, szczegélnie autorskiego komentarza i
innych zawartych w niej czesciach.

Cel i zakres pracy jest jasno sprecyzowany i uzasadniony. Realizacja kolejnych badan
uwzgledniata wyniki poprzednich.

Zainteresowanie owocami wynika z nadmiernej eksploatacji korzeni eleuterokoka
kolczastego, ktorych skutecznos¢ potwierdzona licznymi badaniami, réwniez klinicznymi,
jest konsekwencja obecno$ci synergistycznie dzialajagcych, o réznorodnej budowie
chemicznej eleuterozydow (nmn 0,08% eleuterozydow B i E). Zwigkszanie zdolnosci
adaptacyjnej organizmu przez korzenie wynika z wiele mechanizmoéw, m.in. z wplywu na o$
przysadka-nadnercze-podwzgorze, na synteze ATP, na system immunostymulogiczny,
zmniejszanie stanéw zapalnych. Zbior korzeni grozi wyginigciem gatunku w krajach
Dalekiego Wschodu, ponadto istnieja doniesienia o tradycyjnym stosowaniu owocéw jako
srodek tonizujgcy osrodkowy uktad nerwowy, adaptogenny, przeciwzapalny. Owoce zostaly
przebadane w niewielkim stopniu. Dotad stwierdzono obecnosé flawonoidow, zwigzkow
fenolowych, eleuterozydéow B i E, licznych zwigzkéw mineralnych, olejku lotnego,
aktywnos¢ p-drobnoustrojowa, cytotoksyczna, antyoksydacyjna. Rozszerzenie badan nad
owocami w celu oceny spodziewanego dzialania adaptogennego jest wigc uzasadnione.

Owoce E. senticosus zebrano w Ogrodzie Roslin Leczniczych i Kosmetycznych w
Bydgoszczy. Zatozone zadania badawcze Doktorant rozpoczal od identyfikacji cech budowy
anatomicznej, widocznych pod mikroskopem z przekroju poprzecznego oraz sproszkowanych
wysuszonych owocéw. Cechy te mogg byé przydatne w potwierdzeniu tozsamosci surowca.

W dalszej pracy wyr6zni¢ mozna dwie czesci. Pierwsza obejmuje badanie ekstraktu
etanolowego z catych wysuszonych owocéw oraz nasion i owocni metodag HPLC-PDA.

Wyniki wskazywaly, ze w calych owocach wystepuje najwyzsza zawarto$é eleuterozydéw B i
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E, znaczna kwasu chlorogenowego. W owocach oznaczono: zawarto$é¢ 38 sktadnikdw,
glownie monoterpendw i seskwiterpenéw (badania metoda GC-MS fazy nadpowierzchniowe;j
uzyskanej za pomocg mikroekstrakcji do fazy stalej); we frakcji heksanowej zawarto$é
tokoferoli, chlorofili, karotenoidéw, kwasu ursolowego (metoda HPLC-PDA) oraz kwaséw
thuszezowych (gtownie nienasyconych: ponad 18% linolenowgo, mato kwas6w nasyconych)
(metoda GC-MS).

W drugiej czgsci pracy zajeto si¢ intraktem, otrzymanym ze swiezych owocow 40%
etanolem, w temp. pokojowej przez 30 dni, w ciemnosci. W intrakcie nie wystepowaty
eleuterozydy B, E i E1, w znacznej ilosci obecne sg kwas kawowy i protokatechowy (analiza
HPLC-PDA), obecny jest mio-inozytol oraz D-mannitol w ilosci 267,5 oraz 492,5 mg/g,
odpowiednio (analiza HPLC-RID, wobec 33 cukréw). Standardowymi metodami zostala
oznaczona zawartos¢ polifenoli, flawonoidow, sumy kwaséw fenolowych. Zawartosé tych
grup zwigzkéw okazala si¢ znacznie nizsza niz opisywana w literaturze dla korzeni. W
ramach oceny aktywnosci biologicznej, ktéra moglaby by¢ wlgczona w dzialanie
adaptogenne, okreslono: potencjat antyoksydacyjny intraktu metodg z DPPH, ABTS,
zdolnos¢ do chelatowania jonéw zelaza Fe?' z wykorzystaniem ferrozyny (stabszy niz
opisywany dla korzeni), zdolno$¢ do inhibicji tyrozynazy wobec kwasu kojowego (stabsza
niz korzeni), wptyw na hamowanie hialuronidazy wobec escyny (stabszy niz korzenie, ale co
interesujgce silniejszy od escyny), hamowanie acetylocholinoesterazy wobec fizostygminy
(brak inhibicji). Mgr Graczyk wykazal, ze intrakt nie powodowal zmian w zywotnosci
komorek w badaniu na linii komérkowej FaDu (raka ptaskonablonkowego) oraz linii
komorkowej HepG2 (raka watroby) (test MTT), co jest korzystng cecha dla surowca
adaptogennego. Autor dysertacji dowodnit, ze intrakt a takze eleuterozydy B i E powoduja
wzbudzanie nieswoistej, wrodzonej odpornosci. Ten wniosek wynikal z wplywu na
stymulacj¢ leukocytow krwi obwodowej PBLw obecnosci wirusa VSV. Analizy rozpoczeto
od kontroli dziatania badanych prébek na zastosowang jako medium linie komérkowa
nowotworu pluc AS549 (brak zmian cytopatycznych) oraz wykluczenia dziatania
wirusobojczego samych probek. Wyniki kolejnych analiz udowodnity, ze intrakt powodowat
wzrost proliferacji leukocytow krwi obwodowej, natomiast eleuterozydy nie mialy tego
dzialania. Ocena wplywu na wzbudzanie odpornosci leukocytow zainfekowanych wirusem
VSV, wskazywala, ze w nastepstwie dziatania intraktu nastgpowat 3 - krotny spadek miana
wirusa VSV w poréwnaniu z kontrola. a wartosé spadku wskazywata na wytworzenie
czgsciowej odpornosei, podezas gdy zmiany pod wplywem eleuterozydéw B i E nie byly

statystycznie istotne. W rezultacie badan dziatania intraktu oraz eleuterozydéow B i E na
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wybrane elementy systemu immunologicznego, wykazano, ze stezenie IL-2 nie ulegato
zmianie, natomiast. pod wplywem intraktu nastepowal wzrost produkcji IL-10 o 328 pg/ml,
cleuterozydy B i E dziataly znacznie stabiej (0 170,3 i 187 pg/ml, odpowiednio).

Do najwazniejszych osiggni¢¢ Doktoranta nalezy:

1. identyfikacja cech budowy anatomicznej owocow, przydatnych w ustaleniu ich
tozsamosci
2. oznaczenie zawartosci zwiazkow w analizowanych owocach: eleuterozydow B i E

oraz wybranych zwigzkéw hydro-i lipofilnych, w tym dotad nie stwierdzanych w owocach:
mono- i seskwiterpendw, tokoferoli., karotenoidéw, chlorofili, kwaséw ttuszczowych;
stwierdzenie skladu i whasciwosci biologicznej intraktu otrzymanego z badanych owocow.
Jako najistotniejsze wyniki badania intraktu wymieni¢ mozna: wykrycie po raz pierwszy:
mio-inozytolu i D-mannitolu; brak w intrakcie eleuterozydow B i E; oznaczenie zawartosci
polifenoli, flawonoidow i kwaséw fenolowych; wykazanie na dwéch wczesniej nie badanych
liniach komérkowych braku dzialania cytotoksycznego; ocena aktywnosci antyoksydacyjne;j,
hamujgcej hialuronidaz¢ a takze wczesniej nie badanego wplywu na tyrozynaze oraz
acetylocholinoesteraze; wykazanie po raz pierwszy, ze intrakt wplywa u pobudzanie
nieswoistej, wrodzonej odpornosci oraz ze ta aktywnogé jest wynikiem obecnosci zwigzkow
innych niz eleuterozydy B i E; udowodnienie po raz pierwszy wplywu intraktu na wzrost
wytwarzania przeciwzapalnej interleukiny IL-10. Wykazana aktywno$é biologiczna moze
potwierdza¢ tradycyjne stosowanie w stanach zapalnych i moze mieé znaczenie dla
potencjalnej aktywnosci adaptogennej owocow.
3. Ciekawe jest wykrycie w owocach duzych ilosci mio-inozytolu. Mio-inozytol jest
obok D chiro-inozytolu najbardziej aktywnym biologicznie sposréd 9 stereoizomerow
inozytolu. Jest sktadnikiem plynéw ustrojowych i blon komoérkowych, niezbednym dla
prawidiowego funkcjonowania uktadu nerwowego (wplyw na wychwyt zwrotny serotoniny),
hormonalnego, ma wlasciwosci p-zapalne i p-utleniajgce. W badaniach klinicznych
udokumentowany jest wplyw suplementacji inozytolem na zmniejszenie objawow PCOS oraz
na lepszg skuteczno$¢ leczenia depresjii m. in. w przebiegu choroby afektywnej
dwubiegunowej, w przedmiesigczkowym zaburzeniu dystroficznym, duzym zaburzeniu
depresyjnym, u pacjentéw z depresja w schizofrenii. Nasuwa si¢ wniosek, ze inozytol moze
by¢ istotny dla wyjasnienia mechanizmu dziatania adaptogennego.

Zakres pracy i sposob jej realizacji wskazuje na umiej¢tnos¢ zaplanowania, determinacje i
skutecznos¢ w wykonywaniu zatozonych badan oraz na zdolnosé¢ do wspoélpracy z réznymi

osrodkami naukowymi. Doktorant wykazat, ze posiada 0golng wiedzg teoretyczng, dobrze
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opanowal warsztat badawczy, cechuje si¢ umiejetnoscia realizowania zatozonych
eksperymentéw badawczych. Chciatabym podkreslic  wielokierunkowo$¢ badan, co
wymagalo  od  Doktoranta  znajomosci  réznych  technik  chromatograficznych,
spektrofotometrycznych; uzytecznych w analizach jakosciowych i ilo$ciowych materiatu
roslinnego; znajomosci metod oceny aktywnosci biologicznej antyoksydacyjnej, hamujacej
enzymy, a takze przygotowania do pracy z materialem biologicznym, m. in. na liniach
komérkowych. Podkresli¢ tez chcialabym umiejetno$é interpretacji i dyskusji nad
uzyskanymi wynikami wraz z ich analizg statystyczna. Sposéb realizacji pracy wskazuje
ponadto, ze mgr Graczyk posiada przygotowanie do samodzielnego prowadzenia pracy
naukowe;j.

Komentarz do pracy jest napisany zwigZle i w zrozumiaty sposob, zredagowany
starannie. O randze naukowej recenzowanej pracy $wiadczy opublikowanie wynikéw badan
w czasopismach naukowych ze wskaznikiem IF (lgczny IF:15.049).

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji dysertacja magistra
Graczyka jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego. Wyniki uzyskane w ramach
pracy doktorskiej wnosza istotny wklad do wiedzy dotyczacej owocow eleuterokoka
kolczastego, jako surowca o potencjalnej aktywnosci adaptogenne;.

Uwagi sg nastepujgce:

1. Nie zgadzam si¢ z Doktorantem, ze owoce eleuterokoka kolczastego mogg by¢ stosowane
zamiennie z korzeniami. Taki wniosek wymaga kolejnych badah nad wyjasnieniem
mechanizmu dziatania. Wplyw owocéw na zwiekszenie aktywnosci adaptacyjnej organizmu
moze by¢ inny, owoce moga mie¢ odmienny od korzeni profil aktywnosci adaptogenne;j,
determinowany innym skladem. Sklanialabym sie do wniosku, ze uzyskane rezultaty

zachgcaja do dalszych badan nad wyjasnieniem sktadu i mechanizmu dzialania owocow

3. Ciekawe mogty by¢ wyniki badania intraktu otrzymanego z owocow zebranych od

przedstawicieli rosngcych na Dalekim Wschodzie

2. Zabraklo mi szerszej dyskusji wynikéw badan wiasnych do otrzymanych przez Daniela
Zaluskiego i Wspolpracownikéw ,,Phytochemical Content and Pharma-Nutrition Study
on Eleutherococcus senticosus Fruits Intractum” Oxidative Medicine and Cellular Longevity
2016;2016: 9270691.

Oceniam, Ze recenzowana praca magistra Filipa Oskara Graczyka spelnia okreslone w
art. 13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku, poz. 1789) w zwiazku z art. 179
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ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 2018 r. poz. 1669 ze zm.). ustawowe wymagania stawiane
rozprawom na stopiefi doktora nauk farmaceutycznych. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny
Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu o dopuszczenie

rozprawy magistra Filipa Oskara Graczyka do dalszych etapOw postgpowania o nadanie
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stopnia naukowego doktora.



