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schorzen o podtozu zapalnym”
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Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Praca doktorska Pani mgr farm. Malgorzaty Kottun-Jasion pt. ,Poszukiwanie zwigzkéw
pochodzenia naturalnego w terapii schorzen o podtozu zapalnym” zostatla wykonana w Katedrze i
Zakladzie Biologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Prof.
dr hab. n. farm. Anny K. Kiss. Promotorem pomocniczym byla dr n. farm. Agnieszka Filipek.

Pani mgr Koltun-Jasion w marcu 2024 roku konczy studia doktoranckie na Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym, w Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej, ktére rozpoczela w
pazdzierniku 2018 roku. Wczesniej, w latach 2012-2018 wykonata pracg magisterska pod kierunkiem
naukowym Pani dr hab. n. farm. Sylwii Talarek w Katedrze Farmakologii i Farmakodynamiki
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. W latach 2021-2024 Doktorantka ukonczyta 3 studia
podyplomowe z zakresu prowadzenia i monitorowania badan klinicznych, elementéw metodologii
badan empirycznych w medycynie i zastosowania statystyki w badaniach biomedycznych oraz
zarzadzania projektami. Od dwdch lat jest w trakcie specjalizacji 1 stopnia z zakresu farmacji
klinicznej na Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. Dodatkowo w ostatnich latach ukonczyta 5
certyfikowanych kurséw zarzadzania projektami oraz umiejetnosci wykorzystania wybranych technik
badawczych.

Przedstawiona do oceny praca dotyczy kompleksowej analizy skladu fitochemicznego
wyciagéw z lisci 4 gatunkéw roslin z rodziny Olaeceae, a takze izolacji jednorodnych zwigzkow
chemicznych dominujacych w ich skladzie. Autorka wykonata szczegdtowsa ocene aktywnosci
biologicznej wyciagéw z tych roslin oraz izolowanych z nich zwigzkow, co doprowadzito wybrania
grupy produktéw naturalnych roslin z najwyzszym potencjatem przeciwzapalnym, a takze wyjasnienia
molekularnych mechanizmoéw ich aktywnosci.

Praca dotyczy jednego z najwazniejszych zagadnien wspolczesnej farmakoterapii, a
mianowicie wykorzystania zwigzkéw aktywnych wystepujacych bogato w wielu roslinach rosnacych
powszechnie i latwo dostepnych zaréwno dla indywidualnego uzycia, a takze jako surowiec w
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farmacji. Wiele roslin jest od wiekéw wykorzystywanych w tradycyjnym lecznictwie ludowym,
jednak brak jest wystarczajacych badan, ktore poprzez poznanie mechanizméw dziatania pozwolityby
na uzycie tych surowcow w terapii. Dlatego tak wazne jest poznanie skladu fitochemicznego juz
istniejacych produktéow zielarskich, a takze ewentualne przypisanie znanym zwigzkom nowych
funkcji, jak i poszukiwanie catkowicie nowych aktywnych substancji i zrozumienie mechanizméw ich
dzialania.

Praca w szczegblnosci dotyczy analizy fitochemicznej LC-MS skladu wyciggéw
przygotowanych z lisci 4 gatunkéw roslin z rodziny Oleaceae, w tym 3 gatunkow forsycji, zebranych
w 2 réznych porach wegetacji oraz lisci jesionu wyniostego. Przeprowadzona analiza fitochemiczna
wykazala wysoka zawarto$¢ polifenoli w wyciagach z lisci forsycji zwistej oraz forsycji posredniej
zebranych w maju, a takze z jesionu wyniostego. Z wybranych wyciagéw wyizolowano jednorodne
zwigzki z grupy lignanéw, fenyloetanoidéw i sekoirydoidow, ktore wraz z wyjsciowymi wyciagami
postuzyly do zbadania ich cytotoksycznosci, takze wplywu na stopiefl wydzielania mediatoréw
prozapalnych (TNF-o, IL-6, IL-1B, MPC-1) i przeciwzapalnych (IL-10, IL-10R, TGF-8) przy uzyciu
testow immunoenzymatycznych ELISA i cytometrii przeptywowej. Nastepnie Autorka wybrata 7
najaktywniejszych struktur z grupy 19 lignanéw i okreslita ich wptyw na komérkowe Sciezki
sygnalizacyjne (MAPK, NF-kB) metoda western blot. Najaktywniejszymi zwigzkami okazaly si¢ by¢
arktyina i arktygenina, stanowiace par¢ glukozyd — aglikon. Dlatego kolejnym etapem bylo zbadanie
wplywu tych 2 zwiazkow na modulacj¢ przekaznictwa sygnatu za posrednictwem receptoréw TLR w
komérkach  makrofagéw  stymulowanych roztworem bakteryjnego lipopolisacharydu z
wykorzystaniem metody Real-time PCR. Dodatkowo Doktorantka analizowata wplyw zwigzkéw z
grupy lignanow na proces akumulacji cholesterolu w komérkach makrofagdw, za posrednictwem
receptora CD36 oraz transporterow ABCA-1 z towarzyszaca sygnalizacja HO-1/Nrf-2.

Uzyskane wyniki potwierdzily wysoka skuteczno$¢ przeciwzapalng preparatow
przygotowanych z wybranych gatunkéw z rodziny Oleaceae: z lisci gatunkow forsycji (forsycji
zwislej i posredniej) oraz jesionu wyniostego. Dzigki temu poszerzyla si¢ nasza wiedza pozwalajgca
na potencjalne wykorzystanie formulacji przygotowanych z tych ro§lin w terapii prewencyjnej
przewlektych choréb niezakaznych (NCDs), stanowiacych choroby o znaczeniu cywilizacyjnym.

Rozprawa doktorska Pani mgr farm. Malgorzaty Kottun-Jasion ma typowy uklad, skladajac
si¢ z rozdziatéw zatytutowanych: Wstep, Cel badania i gléwne hipotezy badawcze, Materialy i
metody, Omowienie wynikéw, Dyskusja, Wnioski, Perspektywy i mozliwe kierunki dalszych badan,
Wyksztalcenie oraz dorobek naukowy, Spis rycin i tabel, Wykaz literatury. Przed wstgpem Autorka
zamiescita wykaz skrotdw, streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim oraz spis tresci. Calos¢
dysertacji stanowi bardzo obszerne opracowanie liczace lacznie 238 stron, zawierajace 300 pozycji
pismiennictwa, 27 tabel i 70 rycin.

W  obszernym, 42-stronicowym Wstepie Doktorantka przedstawila szczegélowa
charakterystyke roslin z rodziny Oleaceae stanowiacych wyjsciowy material badawczy w pracy z
podziatem na rodzaje Forsythia Vahl. oraz Fraxinus L. Autorka skupia si¢ na 4 gatunkach: forsycji
posredniej (Forsythia x intermedia), forsycji zwistej (Forsythia suspensa L.), forsycji europejskiej (F.
europaea), jesionie wyniostym (Fraxinus excelsior), przedstawiajac ich charakterystyke botaniczna,
profil fitochemiczny oraz dziatanie i wykorzystanie w terapii. Niezwykle wazne jest zwrécenie przez
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Autorke uwagi na aktualng szeroka dostgpnos¢ lisci gatunku Forsythia w klimacie umiarkowanym. To
z kolei moze stac¢ si¢ Swietnym punktem wyjscia do mozliwosci wykorzystania preparatéw z lisci
forsycji w ziololecznictwie oraz jako elementy funkcjonalnych produktow zywnosciowych. Nastepnie
Doktorantka szczegélowo opisata przewlekle choroby niezakazne (NCDs), a takze wyjasnita role
monocytoéw i makrofagéw w przebiegu stanu zapalnego i w patogenezie miazdzycy, a takze budowe i
rolg receptoréw TLR. Niezwykle wazne jest zwrécenie uwagi na przewlekly stan zapalny o
niewielkim lub umiarkowanym nasileniu, ktéry moze by¢ dlugotrwaly, prawie niezauwazalny,
wywolujac ewentualne niewielkie dolegliwosci, jednak po dlugim czasie skutkujagcym rozwojem
powaznych chordb, takich jak np. cukrzycy typu ll, osteoporozy, alergii, schorzen osrodkowego
uktadu nerwowego (np. demencji, depresji, stanéw lgkowych), a nawet choréb nowotworowych.
Dlatego tak wazne jest dzialanie prewencyjne i zdrowy tryb zycia. Niezwykle pomocne w
przeciwdziataniu NCDs sg réznego rodzaju leki pochodzenia naturalnego, jednak wiele jest tu jeszcze
do nadrobienia w prowadzonych badaniach naukowych. Wazne jest zrozumienie szczegétowych
mechanizméw dziatania surowcéw naturalnych, aby szerzej wykorzystaé je w terapii. Doktorantka
stusznie podkresla, iz szczegélowa analiza sktadu fitochemicznego oraz badania in vitro i in vivo
przyczyniaja si¢ do odkrywania nowych zwigzkéw o skutecznych mechanizmach dzialania lub
znalezienie nowych zastosowan dla znanych juz zwigzkéw.

W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwagg na Rycing 9 przedstawiajaca schemat przekaznictwa
sygnalow za posrednictwem receptorow TLR oraz szlakéw pokrewnych. Jest to bardzo dobra,
kompleksowa rycina. Szkoda, ze jednak nie ma do niej pogl¢bionego opisu, a Autorka nie przywotuje
niestety w tekscie pracy odpowiednich czgsci tej ryciny, co mogloby pomdc odbiorcy podczas
czytania tekstu.

Autorka postawifa hipotez¢ badawcza zakladajaca, ze rosliny z rodziny Oleaceae pelnig role
jako zZrédlo zwigzkdw czynnych wykorzystywanych w pomocniczej terapii przewleklych choréb o
podtozu zapalnym. Aby zweryfikowa¢ t¢ hipotezg postawita sobie dwa cele badawcze. Pierwszym
byta kompleksowa analiza sktadu fitochemicznego wyciagéw przygotowanych z lisci 4 gatunkéw
roslin z rodziny Olaeceae oraz izolacja jednorodnych zwiazkéw chemicznych dominujacych w ich
sktadzie. Drugim celem pracy byla szczegélowa ocena aktywnosci przeciwzapalnej badanych
wyciggow, a takze pojedynczych zwigzkéw. Ocena ta prowadzita do ,,wytypowania grupy wtérnych
metabolitéw roslinnych o najwyzszym potencjale przeciwzapalnym i wyjasnienia mechanizméw
dzialania najaktywniejszych struktur.” Cel pracy jest zatem zlozony i zalezny od wielu czynnikéw,
ale ciekawy i jasno sformulowany. Do jego realizacji Doktorantka dazyla stawiajgc sobie 6 celow
szczegOtowych, ktore zostaly jasno okreslone, bedac swego rodzaju planem dla realizacji dalszej
czesci pracy.

W kolejnym rozdziale, na 38 stronach, Doktorantka opisuje Materialy i metody
wykorzystane w pracy. Bardzo dobrze i przejrzyscie opisany zostal materiat roslinny i uzywane w
pracy zwiazki, zebrane w klarowne tabele. Doktorantka korzystala w pracy z szerokiego zestawu
technik hodowlanych, modeli komérkowych, metod oceny zywotnosci, cytotoksycznosci komoérek,
cytometrii przeptywowej, metod immunochemicznych, western blot, czy biologii molekularnej, jak
Real-Time PCR i mikromacierzy. Do analizy skladu fitochemicznego uzyto metod ultrasprawnej

chromatografii cieczowej, chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej, chromatografii
3




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydziat Biologii
Zaklad Wirusologii Molekularnej

preparatywnej czy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Nie mam zastrzezen
co do stosowanych w pracy metod, sg bardzo szczegétowo opisane, nowoczesne i wlasciwie uzyte. Na
szczegblng uwage zastuguje zastosowanie do analizy aktywnos$ci wyciggow i zwiazkéw dwoch modeli
komérkowych: prawidiowych komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC izolowanych z krwi
obwodowej oraz makrofagow TDM, wraz z uzyciem odpowiednich kontroli. Ocen¢ stopnia
aktywnosci poréwnano do dziatania deksametazonu o udowodnionej skutecznosci przeciwzapalne;j
oraz pitawastatyny o udowodnionej skutecznosci hipolipemizujgcej.

Do tej czesci pracy mam kilka uwag:

~ na stronie 63 w tabelach 5 i 6 widnieje nazwa pochodzenia czgsci odczynnikéw jako
zakupionych w firmie ,,POCh, Gliwice, Polska”, jednak juz od co najmniej kilku lat POCh
nosi nazwe ,,Avantor Performance Materials Poland S.A.”,

-~ Rycina 15 przedstawia schemat rozkladu genéw na ptytce RT2 Profiler PCR Array TLR -
mam pytanie czy wykonanie tylko 1 préby kontrolnej genomowego DNA (GDC) byto
wystarczajgce?

— Na str. 95 Autorka podaje informacje: ,,Listg genow, ktérych ekspresje oceniono z uzyciem
narzedzia RT2 Profiler PCR Array TLR, wraz z informacja na temat bialek przez nie
kodowanych, podano w ponizszej tabeli (tabela 17). W kolumnie pierwszej (Nr)
uwzgledniono pozycje poszczegolnych sond na plytce 96-dotkowej.” Niestety naglowek tabeli
17 nie zawiera juz tej informacji, chociaz powinna si¢ ona tam znalez¢ — wszelkie informacje
dotyczace tabeli powinny znajdowacé si¢ w jej nagtowku.

— Tabela 17 — zwraca uwage bardzo duza liczba wykonanych analiz RT2 Profiler PCR Array
TLR.

Doktorantka przedstawita Oméwienie wynikéw zebrane w najobszerniejszym rozdziale
pracy, na 68 stronach. Rozdzial ten podzielony jest na 17 podrozdziatéw, w ktorych w
usystematyzowany sposob Autorka przedstawia kolejno analizg fitochemiczng wyciagow F. suspensa,
F. x intermedia, F. europaea, Fraxinus excelsior, izolacje¢ jednorodnych zwigzkéw z roslin z rodziny
Oleaceae oraz ocene wiasciwosci przeciwzapalnych i wplywu wyciggéw i/lub badanych zwigzkéw na
rézne $ciezki regulacyjne czy ekspresje wybranych gendw. Poszczegélne badania prowadzono w
bardzo usystematyzowany sposob, wykorzystujac do poszczegdlnych analiz te same zestawy metod,
co pozwala na tatwe i miarodajne poréwnywanie uzyskiwanych wynikow. W pierwszej kolejnosci
analizowane byly wyciagi przygotowane z lisci roslin z rodziny Oleaceae, a nast¢pnie analizowano
aktywnoéci przeciwzapalne jednorodnych zwigzkéw w nich dominujacych z podzialem na grupy:
sekoirydoidoéw, fenyloetanoidow, lignanéw i ich metabolitow oraz przedstawicieli zwigzkow
flawonoidowych — rutozydu (rutyny), a takze glikozydéw fenylopropanoidowych (syringiny).
Okreslenie wlasciwosci przeciwzapalnych wyciagow i zwiazkéw prowadzono w kazdym przypadku w
trzech etapach:

1. Ocena cytotoksycznosci zwiagzkéw, wobec komdrek monocytéw/makrofagéw PBMC.

I1. Ocena wplywu zwiazkéw na uwalnianie cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-6, IL-1B,

w modelu komérek monocytéw/makrofagéw PBMC.

I11. Ocena wplywu badanych zwiazkow na ekspresjg receptora dla IL-10 na powierzchni
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komérek monocytéw/makrofagow PBMC.

Nastgpnie Autorka wybrata 7 najaktywniejszych struktur (filiryng i filigenine, arktyine, arktygenine i
diarktygening, pinorezynol i matairezynol) i okreslita ich wplyw na komérkowe sciezki sygnalizacyjne
metodg western blot. Do dalszych, szczegétowych analiz wytypowano pare glukozyd — aglikon:
arktying i arktygening. Zbadano wplyw tych zwigzkéw na modulacje przekaZnictwa sygnatu za
posrednictwem receptorow TLR w komérkach makrofagéw stymulowanych roztworem bakteryjnego
LPS z wykorzystaniem metody Real-time PCR. Dodatkowo analizowano wplyw wybranych lignanéw
na proces akumulacji cholesterolu w komdrkach makrofagow.

Wyniki analiz przedstawiono w przejrzystych tabelach i wykresach. W pracy zwraca uwage
komplikacja i wielo$¢ danych uzyskanych przez Doktorantk¢ wynikajaca ze stopnia skomplikowania
wykonanego ukltadu eksperymentalnego, dzigki czemu udalo si¢ zrealizowa¢ zalozone cele w pracy.
Wyniki s tez przejrzyscie przedstawione w postaci wykreséw z drobiazgowsa legenda (np. ryc. 26).
Czasem jednak podczas lektury daje sig¢ odczu¢ pewien przesyt jesli chodzi o ilo$¢ informacji, ktére
opisane s3 w tekscie pracy bardzo szczegotowo, by¢ moze nawet zbyt szczegdtowo (np. str. 101-104,
moze wystarczylaby sama bardzo dobrze przygotowana tabela 20 i do tego krotki jej opis w tekscie?).
Podobny trend dat sig zauwazy¢ juz podczas lektury rozdzialu zawierajacego metodyke, gdzie opisy
poszczeg6lnych metod s bardzo drobiazgowe. Nie jest to oczywiscie blad, jednak takie podejscie
spowodowalo, iz praca ostatecznie ma bardzo duza objetosc.

Do czgsci Wynikéw pracy mam nastepujgce uwagi i pytania;

— Str. 101-103 — Autorka uzywa okreslenia ,,dominacja zwigzku”, bez wyjasnienia co dokfadnie
to okreslenie oznacza. Mozna zrozumie¢ to okreslenie niejako intuicyjnie, jednak powinno to
zosta¢ w pracy jednoznacznie wyjasnione. Przykiad: na str. 103 widnieje informacja
"zaobserwowano poréwnywalng do wyciagu I (na podstawie wysokosci pikéw) dominacje..",

— Tabela 20 zawiera zgrubne oszacowanie iloéci kazdego ze zwiazkéw obecnych w wyciagach.
Czy mozliwe bylo dokladniejsze okreslenie ich ilosci? Na przyktad poprzez poréwnanie
powierzchni poszczegdlnych pikoéw na uzyskanych chromatogramach?

-~ Ryciny 18-20 przedstawiajg schematy frakcjonowania i analizy fitochemicznej wyciagow
metanolowo-wodnego z forsycji i jesionu. Przebieg izolacji jest jak najbardziej prawidiowy i
zgodny ze sztuka, chcialbym jednak zapytaé jak wygladata czystos¢ poszczegolnych frakcji?
Czy nie bylo ryzyka zanieczyszczen poszczegdlnych frakcji innymi zwigzkami?

— Czego dotycza wartosci wyrazone w mg w poszczegblnych subfrakcjach przedstawione na
rycinach 18 i 19? Czy jest to w jakis spos6b powiazane z objetosciami poszczegdlnych frakcji
(8 ml)?

- Tabela 23 przedstawia ,Jednorodne zwiazki chemiczne wyizolowane z roslin rodziny
Oleaceae lub pozyskane w ramach hydrolizy enzymatycznej”. W ostatniej kolumnie tabeli
widnieje ,,ilos¢ wyizolowanego zwiazku”. Chciatbym zapytaé, czy byly to catkowite ilosci
poszczegélnych zwigzkéw uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej? Czy w jakiej$
jednostce czasu?
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— Na rycinie 46 przedstawiono ,,Poréwnanie zmian ekspresji genéw dla kazdej z grup komorek,
w ujeciu ilosciowym, w odniesieniu do grupy komdrek stymulowanych LPS (KST)
przedstawiono na ponizszych wykresach stupkowych”. Jakie jest znaczenie tego poréwnania?

— Nastr. 111 wzajemnie przestawione sa opisy Tabeli 22 i ryciny 21.

— Str. 152 — Po informacji "Jak zaprezentowano na ponizszym wykresie..." brak jest numeru
wykresu do ktorego to zdanie si¢ odnosi.

Przeprowadzona na 35 stronach Dyskusja jest dojrzala, wyjasnia wiele aspektow, ktére mogty
by¢ niejasne po przeczytaniu samych wynikéw. Na stronach dyskusji Autorka podsumowuje
otrzymane wyniki, omawia je, konfrontujac je takze z danymi literaturowymi, co jest wykonane
warsztatowo sprawnie. Autorka przedstawita i przedyskutowata wiele nowych informacji na temat
aktywnosci lignandw, a takze wskazala najaktywniejsze zwiazki z grupy lignanéw, ktérymi okazaty
si¢: arktyina, arktygenina, diarktygenina, filiryna, filigenina, glukozyd pinorezynolu, pinorezynol,
glukozyd matairezynolu oraz matairezynol. Szkoda jednak, ze dyskusja nie zostata podzielona na
podrozdzialy, gdyz jest dluga i bardzo szczegdlowa, a taki podzial pomdgtby usystematyzowaé wiele
informacji. W dyskusji zaskakuje przedstawienie pewnych wynikéw po raz pierwszy (np. ryc. 63,
tabela 24, str. 174), a nie tylko ich omdwienie, ktére powinny jednak by¢ umieszczone w rozdziale z
wynikami.

W tym miejscu mam nastgpujgce pytania i uwagi:

-~ na str. 171 czytamy: ,,Ocena zawartosci poszczegolnych grup zwiazkéw polifenolowych w
badanych wyciagach, przygotowana w ramach realizacji pracy dyplomowej w Katedrze
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, przedstawiona na ponizszych wykresach
kotowych (rycina 62), wskazywala na istotne zrdéznicowanie procentowej zawartosci
zwigzkow z grupy lignanéw, fenyloetanoidow, flawonoidéw oraz kwaséw kawoilochinowych,
w zaleznosci od gatunku macierzystego oraz czasu zbioru surowca, co znalazlo pdzniejsze
przelozenie na roznice w ich aktywnosci biologicznej”. Chciatbym zapyta¢ dlaczego to
zr6znicowanie bylo wg Autorki istotne? Wydaje si¢ ze dzialanie tych zwiazkéw bylo dos¢
podobne, co jest wsparte w dalszej czgsci tekstu ,,Kazdy z czterech analizowanych wyciggow
z lisci forsycji, badany w stezeniu 50 pg/ml wykazywal znamienny wplyw hamujacy
wydzielanie wiodacych mediatoréw stanu zapalnego tj. TNF-o i IL-6 w modelu
monocytéw/makrofagéw PBMC, stymulowanych roztworem bakteryjnego LPS (rycina 23 A,
B)”.

— Rycina 62 opisana jest legenda ,Procentowa zawarto$¢ wybranych grup polifenoli
zidentyfikowanych w ekstraktach metanolowo-wodnych (75% v/v) przygotowanych z lisci
forsycji posredniej oraz forsycji zwislej, zebranych we wrzesniu (A) oraz w maju (B). Na
podstawie: [19].” Szkoda, ze przedstawione zestawienie nie zostato odniesione do wiasciwej
ryciny z rozdzialu z wynikami. Bede wdzieczny za weryfikacjg, czy wlasciwy punkt
odniesienia to rycina nr 27A.

- Str. 192 — ,,...w stymulowanych komdrkach makrofagéw, co mozna zaobserwowaé na
zalaczonej w rozdziale 4.7 mapie ciepta (rycina 49)” — nastapita najpewniej pomytka,
wlasciwa rycing odniesienia powinna by¢ rycina 48.
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- Rycina 70 — rycina stanowi bardzo ciekawe opracowanie wlasne, jednak brak poszerzonego
opisu pod rycina/powigzanego z rycina, ktdra pomogtaby w osobnym potraktowaniu catosci
przez czytelnika (zasada samo objasniania rycin w dysertacjach).

Po dyskusji nastgpuje 1-stronicowe przedstawienie najwazniejszych Wnioskéw pracy oraz
przedstawienie Perspektywy i mozliwych kierunkéw dalszych badan na kolejnej stronie. Autorka
wymienila najwazniejsze aspekty i wyniki pracy, przedstawione wnioski s3 jednoznacznie
sformulowane.

W rozdziale Wykaz literatury przedstawionych jest 300 przypiséw na 21 stronach,
przedstawiajacych bogatg literature przedmiotu, w wigkszosci z ostatnich kilkunastu lat. Do
wiekszosci pozycji oprocz petnej informacji bibliograficznej dotaczony jest link z numerem doi, co
pozwala szybko znalez¢ wybrang publikacje z wersji elektronicznej pracy.

Dysertacja doktorska Pani mgr farm. Malgorzata Koltun-Jasion napisana jest prawidlowo i
drobiazgowo, kladac nacisk na wiele szczegdélow. Zawiera piekne ryciny, przejrzyste schematy i
tabele. Jest praca bardzo obszerng, stad nieuniknione byly pewne bledy jezykowe i interpunkcyjne.
Dlatego z obowigzku recenzenta chcialbym zwrdcié uwage na kilka kwestii.

Kwestie jezykowe:

1. Doktorantka w catej pracy przyjeta schemat odnoszenia si¢ do konkretnej tabeli czy ryciny
poprzez uzycie sformutowania np.
- ,,przedstawiono w ponizszej tabeli (tabela 1)”,
- str. 22 ,,W ponizszej tabeli (tabela 2)”,
- str. 31 ,,na ponizszej rycinie (rycina 3).”,
- str. 95 ,Schematyczny przebieg analizy przedstawiono na rycinie 14 (rycina 14).
Rozktad genéw na plytce zilustrowano na ponizszej rycinie (rycina 15).”
Wydaje sig, ze lepiej byloby napisa¢ "przedstawiono w Tabeli 1", ,przedstawiono na
Rycinie 14”, nie powielajac w nawiasie ponownie tej samej informacji oraz unika¢ stow
,»W ponizszej/na ponizszej”, gdyz moze to by¢ w réznych przypadkach mylace.

2. Doktorantka uzywata w wielu miejscach pracy stowa ,,czastki” wymiennie ze stowem
»czasteczki”, np.
- str. 42 ,,dzialajacych z rozpuszczalnymi czastkami mostkujgcymi tj. MFGES, biatko S,
c1Q,
- str. 47 ,,zmodyfikowane czastki cholesterolu LDL”,
- str. 52 ,,0Obecnos$é niektorych czastek PAMP”,
- str. 90 ,Powstaty kompleks jest efektem chelatowania dwdch czastek BCA z jedng
czastka Cu..”.
Nie jest to jednoznacznie bl¢dne, jednak stowo ,,czastka” w wirusologii zarezerwowane
jest do czastek wirusowych, czyli wirionéw, co powinno by¢ zdaniem recenzenta odréznione od

stowa ,,czasteczka” oznaczajacego czasteczke wiasnie zwiazku chemicznego, substancji biatka
7
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itp. Zatem w kazdym powyzszym przykladzie rekomendowalbym uzycie stowa ,czasteczka”,
zamiast ,,czastka”.

3. Jako ,kalka” jezykowa z jezyka angielskiego lub pewien skrét myslowy od dlugiego juz
czasu w jezyku laboratoryjnym funkcjonuje bledne wyrazenie ,ekspresja biatek”, w
ktérym oczywiscie chodzi o ,.ekspresje gendw kodujacych biatka” i w ten sposéb powinno
byé uzywane, ewentualnie mozna mdéwi¢ o ,syntezie bialek” lub ,produkcji biatek”.
Niestety Doktorantka w pracy nie ustrzegla si¢ w kilku miejscach tego bledu, np.

— str. 42 ,Dodatkowo, wysoka ekspresja bialek glownego ukiadu zgodnosci
tkankowe;...",

— str. 44 ,w zwigzku z powyzszym, wstepne doniesienia korelujagce aktywnos¢
surowcdw naturalnych ze wzrostem ekspresji biatka HO-17,

— str. 89 ,,c) material do oceny wplywu zwigzkow na ekspresj¢ biatek ABCA1, HO-1,
Nrf2”.

Doktorantka nie ustrzegla si¢ niestety w pracy innych drobnych bledéw — stylistycznych,
literowych czy interpunkcyjnych. Wymienie niektore z nich jako przyklad, aby zwréci¢ uwage na
mozliwe uniknigcie tego typu bledéw w przyszlosci:

— Str. 19 - ,ktérych zréznicowana zawartos¢ przedklada si¢ na..”, powinno by¢: ,ktérych
zroéznicowana zawartos¢ przektada si¢ na...”,

—  Str. 44 - "Niektore z doniesien spekuluja takze na temat..." — okreslenie potoczne,

—  Str. 52 —,,mitochondrialne DNA” — powinno by¢ ,mitochondrialny DNA”,

— Str. 52, Tabela 4 — , jednoniciowe RNA” — powinno by¢ ,,jednoniciowy RNA”,

—  Str. 93 ,,Zabezpieczone cDNA”, powinno by¢: ,,Zabezpieczony cDNA”,

— Str. 169 ,coraz bardziej powszechne przenikanie si¢ lecznictwa dalekiego wschodu do
medycyny europejskiej”, powinno by¢ ,coraz bardziej powszechne przenikanie lecznictwa
dalekiego wschodu do medycyny europejskiej”,

— Str. 184 ,,Przyktadowe produkty spozywcze zawierajace okreSlone grupy zwiazki z grupy

lignanéw” — powinno by¢: ,,... okreslone zwiazki z grupy lignanéw”,

— Str. 184 ,.wraz ze wskazaniem ich zamiennego zrédla w odpowiednim materialem
roslinnym” - powinno by¢: ,,.....materiale roslinnym",

— Str. 203 ,,...w kontekscie ich wykorzystania ich w terapii.” — powinno by¢ ,,...w kontekscie

wykorzystania ich w terapii.”,

— Str. 12 ,,Z uwagi na obiecujace wynika badan...”, powinno byé¢: ,,.Z uwagi na obiecujace
wyniki badan...”,

— Str. 83 ,,3.6.5. Ocena stopnia wydzielanie mediatoréw zapalnych metoda ELISA”, powinno
byé¢: ,,..wydzielania mediatoré6w zapalnych..”,

— Str. 126 ,,0bnizajac poziom sekresji tej cytokiny" - powinno by¢ ,,sekrecji”,

— Str. 161 ,,W nawiazaniu wynikow zaprezentowanych w poprzednich rozdziatach..." powinno
byé¢: ,,W nawigzaniu do wynikoéw zaprezentowanych w poprzednich rozdziatach...”,

—  Str. 169 ,,Jak wzmiankowano we wstepie do nimniejszej pracy...”, powinno by¢ ,,niniejszej”,
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— Str. 45 ,,niektorych komdrek niekrwiotwdrczych np.” - przed ,,np.” powinien by¢ przecinek,
- Str. 47 ,ktérych powiktania zakrzepowe tj. udar niedokrwienny” — przed ,tj.” powinien by¢

przecinek,

- Str. 52 ,,Co wigcej wsrod uczestnikoéw o wysokim ryzyku...”, po ,,co wiecej” powinien by¢
przecinek,

- Str. 91 ,,Procentowosc zelu rozdzielajacego byta dobrana wg. masy..”, po ,,wg” nie powinno
by¢ kropki.

Przedstawione powyzej krytyczne uwagi i spostrzezenia nie wplywaja na koncowg
wysokg ocen¢ pracy, ktéra ze wzgledu duzg warto$¢ naukowy przedstawionych wynikéw i
mozliwos¢ ich praktycznego wykorzystania zasluguje na wyréznienie. Przedstawiona praca
doktorska swiadczy o tym, ze Pani mgr farm. Malgorzata Koltun-Jasion niezwykle sprawnie porusza
si¢ w wykorzystaniu szerokiej gamy technik hodowlanych, analitycznych, biologii molekularne;j,
proteomicznych, a takze posiada ogromng wiedze¢ i umiejetnos¢ samodzielnego planowania i
krytycznej analizy wynikéw badan, co jest Swietnym prognostykiem dla dalszej pracy naukowej.

Na stronach 208-211 rozprawy Doktorantka przedstawita swéj dorobek naukowy, ktéry jest
bogaty. Znajdujg si¢ w nim 2 prace obejmujgce tematyke bedaca przedmiotem ocenianej rozprawy
doktorskiej, w ktérych jest pierwsza oraz drugg autorka, opublikowane w miedzynarodowych
czasopismach punktowanych za 140 i 70 pkt. MNiSW. Poza tym legitymuje si¢ Ona 3 innymi
publikacjami w mig¢dzynarodowym czasopismie punktowanym (100 pkt. MNiSW) oraz w
czasopismach o zasiggu krajowym (5 pkt. MNiSW). Kolejna praca jest w trakcie przygotowan do
publikacji. Dodatkowo jest autorka 13 doniesienn konferencyjnych na konferencjach krajowych i
zagranicznych w formie posteru lub tez prezentacji ustnej. Na uznanie zastuguje réwniez fakt
kierowania przez Nig projektem badawczym oraz wykonawstwo w dwoch innych
(najprawdopodobniej byly to projekty wydzialowe). Praca Pani mgr farm. Koltun-Jasion zostata
wyrdzniona przyznaniem kilku nagréd, w tym wyréznieniami dla Autoréw najlepszych posteréw i
wystgpien ustnych, dwoma grantami podréznymi na migdzynarodowe konferencje naukowe oraz
stypendium projako$ciowym dla najlepszych doktorantéw w roku akademickim 2021/2022.
Doktorantka spetniata si¢ takze w pracy dydaktycznej, prowadzac zajecia dla IIl i IV roku farmacji,
petnifa rol¢ opiekuna 4 prac magisterskich oraz pracowata z cztonkami Kota Naukowego ,,Herbarium”
przy Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej, inspirujac studentéw do pracy badawcze;.

Zakres i skala przeprowadzonych w pracy analiz wykracza poza typowa prace doktorska.
Chcialbym w tym miejscu pogratulowa¢ Doktorantce za podjecie si¢ tak interesujacego tematu i za
konsekwencj¢ w jego realizacji. Zrealizowany zostat wieloaspektowy projekt, ktory przyczynit si¢ do
rozwoju naszej wiedzy na temat skladu fitochemicznego i aktywnosci biologicznej wyciagéw i
zwigzkow z wybranych gatunkéw roslin z rodziny Oleaceace.
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Podsumowujgc, gléwnym osiagnigciem Pani mgr farm. Malgorzaty Koltun-Jasion
przedstawionym w recenzowanej pracy doktorskiej jest udowodnienie istotnego potencjatu
przeciwzapalnego liéci forsycji, surowca szeroko rozpowszechnionego w Polsce i skorelowanie tego
potencjatu z czasem jego zbioru, a tak?e potwierdzenie aktywnosci przeciwzapalnej lici jesionu
wyniostego, stosowanego tradycyjnie w medycynie, ale bez do tej pory wystarczajacych badari w tym
zakresie. Réwnie wazne wyniki dotycza istotnego znaczenia wybranych lignanéw na akumulacj¢
cholesterolu w modelu komérek makrofagéw w celu ich wykorzystania jako elementéw Zywnosci
funkcjonalnej i suplementéw diety. Wszystkie te wyniki majg ogromne znaczenie w kontekscie
potencjalnego wykorzystania lignanéw jako elementéw terapii prewencyjnej stanéw zapalnych o
niskim stopniu nasilenia, bgdacych przyczyng wielu przewlekiych choréb niezakaznych, jak np.
schorzen uktadu sercowo-naczyniowego, oddechowego, kostno-stawowego, choréb nowotworowych,
miazdzycy, cukrzycy czy nawet otylosci.

Os$wiadczam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr farm. Malgorzaty
Kottun-Jasion spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, okre$lone 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 r. poz. 1789) i wnosz¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie tej
rozprawy i dopuszczenie Pani mgr farm. Malgorzaty Koltun-Jasion do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na duzg warto§é poznawcza przedstawionych wynikéw, kompleksowosé i
ztozono$é przeprowadzonych analiz i mozliwo$é ich praktycznego wykorzystania uwazam, iz praca
Pani mgr farm. Malgorzaty Koftun-Jasion zastuguje na wyr6znienie.
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