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RECENZJA
rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki farmaceutyczne mgr Weroniki Skowroriskiej zatytutowanej ,Charakterystyka
fitochemiczna i aktywnos¢ biologiczna wyciqgu z lisci dzikiego czarnego bzu — wskazanie
sktadnikow o potencjale przeciwzapalnym" wykonanej pod kierunkiem dr hab. Agnieszki
Bazylko w Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego.

Ocena formalna. Na rozprawe doktorskg mgr Weroniki Skowronskiej sktada sie spdjny
tematycznie cykl trzech publikacji o tagcznym IF 16.02, ktére ukazaty sie w latach 2022-2024
w czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu. Sq to nastepujace prace:

1. Skowronska W., Granica S., Czerwiriska M.E., Osifiska E., Bazylko A. Sambucus nigra L.,
leaves inhibit TNF-a secretion by LPS-stimulated human neutrophils and strongly
scavenge reactive oxygen species. Journal of Ethnopharmacology, 2022, 290: 115116.

2. Skowroniska W., Granica S., Piwowarski J.P., Jakupovic L., Zovko-Koncic M., Bazylko A.
Wound healing potential of extract from Sambucus nigra L. leaves and its fractions. Journal
of Ethnopharmacology, 2024, 320: 117423.

3. Skowronska W., Bazylko A. The potential of medicinal plants and natural products in the
treatment of burns and sunburn — a review. Pharmaceutics, 2023, 15.2: 633

Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich publikacji, a z zatgczonej dokumentacji
wynika, ze jej wktad w powstanie tych prac byt znaczacy. Jej zaangazowanie w badania
naukowe, jak i powstanie publikacji, odnbsza sie zarowno do etapow koncepcyjnych
i projektowania badan, ale takze do analizy i interpretacji otrzymanych wynikéw oraz finalnie
do pisania publikacji.



Rozprawa doktorska mgr Weroniki Skowroniskiej ma charakter krdtkiego omowienia
naukowego artykutéw oraz podsumowania wynikéw. Catos¢ rozpoczyna wstep teoretyczny,
ktéry uzasadnia wybdr tematyki podjetych badan. W czesci tej Doktorantka skupia sie nad
omowieniem schorzen skory, rowniez tych o podtozu zapalnym, opisuje znaczenie produktow
pochodzenia naturalnego w dermatologii, a takze skupia sie na przedmiocie swoich badan,
czyli bzie czarnym, Sambucus nigra L. Znajdujemy tutaj opis botaniczny rosliny, jej
systematyke, ale przede wszystkim zastosowanie w lecznictwie ze szczegdlnym
uwzglednieniem lisci bzu czarnego. Autorka uzasadnia dlaczego to witasnie liscie, a nie kwiaty
i owoce, staty sie przedmiotem jej zainteresowania naukowego. Nastepnie przedstawiony jest
jasno sformutowany cel pracy oraz opis zrealizowanych zadan jakie doprowadzity do realizacji
postawionego sobie celu badan. W dalszej czesci omowione sg wyniki badan z podziatem na
prace wchodzace w sktad dysertacji. Nastepny rozdziat to podsumowanie otrzymanych
wynikow oraz wnioski. Integralng czescig pracy s streszczenia i stowa kluczowe w jezyku
polskim i angielskim oraz publikacje wchodzace w skfad dysertacji wraz z oswiadczeniami
poszczegdlnych wspdétautorow. Prace doktorskg wuzupetnia bibliografia oraz opis
dotychczasowej aktywnosci naukowej Doktorantki.

Z formalnego punktu widzenia rozprawa jest kompletna, jej tres¢ jest poprawnie
opracowana redakcyjnie, a cato$¢ spetnia wszystkie wymagania wstepne dla rozpraw
kandydatow ubiegajacych sie o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.

Ocena merytoryczna. Substancje pochodzenia naturalnego od lat cieszg sie niestabngcym
zainteresowaniem pacjentéw oraz $wiata nauki i medycyny z uwagi na wielokierunkowe
dziatanie i mozliwo$c zastosowania w profilaktyce i leczeniu wielu chordb. W trend ten wpisuja
sie rowniez naturalne sposoby dbania o skore, takze tq z problemami zdrowotnymi. Jak wynika
z przegladu pismiennictwa przeprowadzonego przez Doktorantke, korzystne dziatanie
substancji roslinnych za skore potwierdzajg tez badania kliniczne; m.in. badania dotyczace
wykorzystania dziurawca w leczeniu atopowego zapalenia skory, nagietka w zapobieganiu
wystgpienia zapalenia skory, czy aloesu w leczeniu oparzen. Pomimo tego, ze stosowanie zi6t
moze sie wigza¢ z wystgpieniem pewnych dziatan niepozadanych jak np. fitodermatozy, to
jednak dobroczynne dziatanie na skdre ekstraktéw otrzymanych z rodlin leczniczych
wykorzystywane jest w niemalze wszystkich dolegliwo$ciach skdry jako srodki wspomagajace,
uzupetniajace, ostaniajace, a czesto takie zasadnicze, stanowigc leki pierwszego wyboru.
Posréd roinych schorzen dermatologicznych, to ziota na stan zapalny skéry stanowig
najobszerniejsza grupe surowcow roslinnych wykorzystywanych w lecznictwie. Stad tez
zasadnym jest poszukiwanie nowych roslin o wilasciwosciach przeciwzapalnych, badz tez
potwierdzenie tego dziatania wsérdd roslin, ktére tradycyjnie stosowane byly lub sg
wykorzystywane w leczeniu schorzen dermatologicznych, ale to zastosowanie nie byto



potwierdzone badaniami naukowymi. Przyktadem takiej substancji roslinnej jest li$é bzu
czarnego, Sambuci nigri folium, ktdry to stat sie przedmiotem recenzowanej dysertacji.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej lisci
bzu czarnego w odniesieniu do ich tradycyjnego zastosowania w leczeniu schorzeri skéry.
By osiggnac¢ zatoiony cel Doktorantka rozpoczeta od wykonania czterech ekstraktéw
(publikacja 1). Do tego celu wykorzystata klasyczng metode ekstrakeji jaka jest maceracja.
Ekstrakty wykonata w temperaturze pokojowej oraz w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika
na tazni wodnej pod chiodnicg zwrotna. Jako ekstahentow uzyta wody oraz 70% wodnego
roztworu alkoholu etylowego. Wszystkie ekstrakty zostaly zbadane pod katem zawarto$ci
sumy polifenoli, a takze dokonano ich oceny pod katem sktadu chemicznego i zawartosci
najwazniejszych  metabolitow.  Otrzymane  wyniki  wskazaty, e najbardziej
charakterystycznymi zwigzkami obecnymi we wszystkich ekstraktach byty kwasy fenolowe
i flawonoidy. Wéréd flawonoidéw zidentyfikowano glikozydy kwercetyny i kemferolu,
natomiast wsrod zwigzkow nalezgcych do grupy kwaséw fenolowych wskazano na obecnoéé
estrow kwasu kawowego z kwasem chinowym i treonowym. Na podkres$lenie zastuguje fakt,
ze Doktorantka wykazata po raz pierwszy obecno$¢ w ekstraktach z lisci bzu czarnego
izomeréw kwasu kawoilo-treoninowego, czy raczej kawoilo-treonowego. Z uwagi na to, ze
w publikacji 1 czytamy, ‘caffeoyl threonic acid’ to ttumaczenie na jezyk polski powinno brzmieé
‘kwas kawoilo-treonowy’.

Analiza ilosciowa sumy zwigzkow fenolowych oraz najwazniejszych metabolitéw wskazata, ze
zaréwno rodzaj rozpuszczalnika jak i temperatura ekstrakcji wptywajg na zawarto$é zwigzkow.
Najwyisze stezenia zaobserwowano w ekstraktach alkoholowo-wodnych.

Rownolegle do badan fitochemicznych przeprowadzono réwniez analize aktywnosci
przeciwutleniajgcej w ukifadach bezkomorkowych oraz analize wptywu otrzymanych
ekstraktow na wydzielanie reaktywnych form tlenu (ROS) oraz cytokin (TNF-a, IL-1()
i chemokin (IL-8), czyli mediatoréw stanu zapalnego, przez ludzkie neutrofile ex vivo.
Zauwazono, ze wszystkie badane ekstrakty sa dobrym Zrdodtem zwigzkéw o dziataniu
przeciwutleniajgcym, dodatkowo istotnie obnizaty one wydzielanie TNF-o,, ktéry petni
kluczowq role w odpowiedzi zapalnej. Silniejszym dziataniem odznaczaty sie ekstrakty wodno-
alkoholowe. Aktywnos¢ te Doktorantka przypisuje obecnemu w wyciggach kwasowi
chlorogenowemu oraz flawonoidom. Do dalszych badan (publikacja 2) wybrano ekstrakt
otrzymany przez maceracje liSci przy uzyciu 70% etanolu, ktéry charakteryzowat sie najwyisza
aktywnoscig przeciwutleniajaca i najsilniejszym hamowaniem wydzielania TNF-o. Ekstrakt ten
poddano frakcjonowaniu rozpuszczalnikami o wzrastajgcej polarnosci i badano wptyw samego
ekstraktu jak i frakcji na odpowiedi zapalng komérek bezposrednio zaangazowanych
w gojenie ran (neutrofili, ketatynocytéw i fibroblastéw), migracje keratynocytéw do miejsca
zranienia, a takze na aktywnos¢ enzymow bioracych udziat w procesach naprawczych stanu
zapalnego skory.



Wykazano, ze ekstrakt i niektore frakcje przyspieszaty gojenie zranier oraz hamowaty
wydzielanie IL-8 przez keratynocyty, IL-6 i IL-8 przez fibroblasty oraz ROS, TNF-o i IL-8 przez
neutrofile. Dodatkowo wptywaty one na aktywnos¢ enzymow obecnych w skorze. Badania te
Doktorantka przeprowadzita podczas stazu naukowego na Uniwersytecie w Zagrzebiu.
Aktywnos$¢ elastazy najsilniej hamowata frakcja butanolowa (F4), kolagenazy — frakcje
dichlorometanowa (F1) i eterowa (F2), hialuronidazy — frakcja dichlorometanowa (F1) i sam
ekstrakt, a lipooksygenazy — frakcja eterowa (F2). Nie wykazano aktywnosci wobec tyrozynazy.

Dziatanie przeciwzapalne na komdrkach zaangazowanych w proces gojenia i zdolnos¢
regeneracji uszkodzed in vitro Doktorantka badata na opracowanych przez siebie
i wdrozonych trzech modelach badan na liniach komérkowych. Dwa pierwsze modele
stymulacji komdrek HaCaT badz to promieniowaniem UVB, badZ to mieszaning TNF-a/IFN-y
opracowano na podstawie doniesierl literaturowych dostosowujac odpowiednie dawki
i stezenia, a takze rozcienczenia supernatantow do oznaczen ilosciowych cytokin. Trzeci model
dotyczacy wywotywania odpowiedzi zapalnej w komarkach fibroblastow, zostat opracowany
od podstaw przez Doktorantke. Do wywotywania odpowiedzi immunologicznej wybrano kwas
lipotejchojowy obecny w $cianie komorkowej Staphylococcus aureus. Wykorzystujac te
modele Doktorantka dowiodta, ze zarowno ekstrakt z lisci bzu oraz wszystkie frakcje
skutecznie zmniejszaty odpowiedZ zapalng, obnizajagc sekrecje cytokin. Ponadto ekstrakt
i frakcje FR1, Fr2 i FR4 istotnie pobudzaty migracje komdrek, przyspieszajac zamkniecie rany.

Otrzymany ekstrakt i frakcje poddano takze analizie sktadu chemicznego wykorzystujac
do tego celu metode UHPLC-DAD-MS" dzieki ktdrej zidentyfikowano w sumie 41 zwigzkdéw.
Ponadto frakcje octanowa i butanolowg (F3 i F4) poddano dalszemu frakcjonowaniu przy
uzyciu chromatografii kolumnowej oraz preparatywnej chromatografii cieczowej, w wyniku
czego wyizolowano 11 zwigzkéw chemicznych, ktore zidentyfikowano bazujac na widmach
NMR. Zidentyfikowane zwigzki nalezaty do grupy flawonoidow, kwaséw fenolowych, lignanéw
oraz glikozyddw cyjanogennych.

Realizacja pracy wymagata od Doktorantki opanowania/znajomosci szeregu
nowoczesnych technik badawczych, w tym chromatograficznych (analitycznych
i preparatywnych) i spektralnych, jak UHPLC-DAD-MS", chromatografia typu Flash, prep-HPLC
czy NMR, a takze testow koniecznych do oceny aktywnosci biologicznej. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt opracowania przez Doktorantke trzech modeli badan na liniach komdérkowych,
stosowanych z powodzeniem do badan naukowych prowadzonych w Katedrze i Zakfadzie
Biologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

W publikacji 3 wchodzacej w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej autorka dokonata
krytycznej analizy dostepnych danych literaturowych dotyczacych substancji roslinnych, ktére
wykazujg potencjat w leczeniu oparzen i oparzen stonecznych. Autorka zauwaia, ie
zaprezentowane w artykule przeglagdowym wyniki badani klinicznych wskazujq, ze ekstrakty

z roslin wptywaty korzystniej na gojenie sie oparzen od zastosowanych w grupach kontrolnych
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terapii. Pomimo przedstawionych przed Doktorantke niedociggnie¢ w prezentacji wynikéw

badan i ich analizy, kontynuacja badan nad poszukiwaniem nowych substancji pochodzenia

naturalnego, ktdre znajduja zastosowanie w leczeniu oparzen wydaje sie byé uzasadniona.

Do najwazniejszych waloréw recenzowanej rozprawy nalezy:

przeprowadzona po raz pierwszy kompleksowa analiza ekstraktu z lisci bzu czarnego
oraz frakcji z niego otrzymanych w leczeniu ran i stanéw zapalnych skéry,

wykonana po raz pierwszy kompleksowa analiza skfadu chemicznego, ktéra
doprowadzita do identyfikacji w badanej substancji roslinnej zwigzkéw dotychczas
W niej nieopisanych oraz izolacji jedenastu metabolitéw naleiacych do réznych grup
chemicznych,

sposéb zaplanowania eksperymentéw oraz interpretacja uzyskanych wynikéw
potaczona z wnikliwg i rzeczowa analiza, co Swiadczy wysokich kompetencjach
naukowo-badawczych Doktorantki i s3 dowodem Jej przygotowania merytorycznego
do prowadzenia badan naukowych,

wtasciwy dobdér metod badawczych, w duzym stopniu zaprojektowanych
i opracowanych przez Doktorantke,

duzg przejrzystos¢ pracy i uporzadkowany wywod naukowy.

Biorgc pod uwage powyisze rozwazania, cato$¢ przygotowanej rozprawy oceniam bardzo

wysoko, zaréwno pod wzgledem tematycznym, merytorycznym (poziomu naukowego,

planowania i realizacji eksperymentéw, elementow nowosci naukowej, interpretaciji

wynikéw), jak i edytorskim. Nie mniej jednak wypada takie zwrdci¢ uwage na te aspekty

rozprawy, ktdre budzg pytania badZ wymagajq dodatkowego komentarza:

W publikacji 2 badaniami objeto ekstrakt alkoholowo-wodny, ktéry nastepnie
rozfrakcjonowano, a frakcje FR3 oraz FR4 poddano dalszej obrébce w wyniku czego
wyizolowano 11 zwigzkéw chemicznych. Po przeczytaniu publikacji i komentarza do
niej nasuwajq sie dwa pytania:

- dlaczego wyizolowane zwigzki chemiczne nie staty sie przedmiotem badan
biologicznych? Moze wtedy udato by sie wytypowac konkretne skfadniki o potencjale
przeciwzapalnym.

- wyniki dotyczace wptywu otrzymanych frakcji na aktywnos$é enzyméw obecnych
w skorze wskazaty , ze frakcje dichlorometanowa i eterowa pojawiajg sie jako aktywne
w stosunku do trzech z pieciu badanych enzymdw. Zastanawiam sie, dlaczego nie
podjeto préby analizy sktadu chemicznego tych frakcji np. przy uzyciu metody GC/MS?



e W publikacji 1 w tabeli 2 czytamy, ze zidentyfikowano kwas 5-kawoilochinowy czyli
kwas chlorogenowy, natomiast w tabeli 3 podano zawartos¢ kwasu 3-kawoilo-
chinowego czyli kwasu neochlorogenowego. Moje pytanie brzmi, ktdry z estréw kwasu
kawowego z kwasem chinowym wystepuje w lisciach bzu czarnego?

e W swoim komentarzu do publikacji 1 Doktorantka wskazuje, ze na sktad chemiczny
i zawartos$¢ poszczegdlnych zwigzkdw wptywa wiele czynnikdw, a jednym z nich jest
okres wegetacji. Z publikacji sktadajacych sie na rozprawe doktorska wynika, ze
materiat roslinny byt zbierany po okresie kwitnienia w lipcu lub sierpniu. Chciatabym
zapyta¢ Doktorantke czy to wiasnie ten okres zbioru lisci jest najbardziej odpowiedni, czyli
charakteryzujacy sie najwieksza zawartoscig zwigzkéw aktywnych? Czy istnieja takie dane
literaturowe, badz tez Doktorantka prowadzita takie badania?

Powyisze uwagi nie wptywajg na warto$¢ merytoryczng pracy, ktéra oceniam wysoko.
Recenzowana rozprawa doktorska zastuguje na szczegdlne uznanie, Swiadczy o doskonatym
przygotowaniu merytorycznym, jak i ogromnej biegtosci warsztatowej Doktorantki. Pani mgr
Weronika Skowroriska skutecznie opanowata umiejetno$¢ planowania, a nastepnie
sukcesywnej realizacji badan naukowych. Podjety przez Doktorantke temat badawczy uwazam
za uzasadniony i niezwykle wazny z punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego.

Whioski koncowe

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Weroniki Skowronskiej stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego i spetnia warunki 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. 2 2017 r., poz. 1789 ze zm.), w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.).

W zwigzku z powyiszym, wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie rozprawy mgr Weroniki
Skowrofiskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny recenzowanej rozprawy i jej
wkiad w rozwdj dyscypliny nauk farmaceutycznych, oryginalnos¢ i warto$¢ naukowa
przeprowadzonych badan, oraz bogaty dorobek naukowy Doktorantki (taczna liczba publikacji
10, w tym 8 to publikacje oryginalne w renomowanych czasopismach o {gcznym
wspotczynniku wptywu IF 57,37 i 1350 punktow MEiN) wnioskuje o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Weroniki Skowronskiej. Wniosek o wyrdznienie uzasadniam szerokim
zakresem i pracochtonnoscig przeprowadzonych badan, interdyscyplinarnym podejsciem
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badawczym, oryginalnoscig otrzymanych wynikéw nowatorska metodykg oraz walorami
nowosci (zwigzki zidentyfikowane po raz pierwszy, opracowane nowe modele badan na liniach
komdrkowych).

B Anedlen'ezet

Dr hab. n. farm. Agnieszka Ludwiczuk, prof. UM






