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pt.”Wptyw mangiferyny na przebieg doswiadczalnego zapalenia jelit u szczuréw”

Nieswoiste zapalenia jelit charakteryzuja sie bardzo ztozong i ciggle niedostatecznie poznang
patogeneza. Uwaza sig, ze interakcje czynnikow genetycznych i immunologiczno-zapalnych prowadzg
do nadmiernie wyrazonej odpowiedzi organizmu, w ktorej bierze udziat bardzo wiele zwigzkéw
biologicznie czynnych.Wszystkie te elementy taricucha patogenetycznego Doktorantka omowita w
obszernym wstepie do rozprawy doktorskiej, dajac dowdd gtebokiej wiedzy jakg posiada w zakresie
planowanych badan witasnych. Szczegétowy proces myslowy racjonalnie skierowata na odniesienie
zdobyczy nauk podstawowych na implikacje kliniczne, szczegélnie w aspektach terapeutycznych.
Skuteczna terapia tych cigzkich choréb przewodu pokarmowego stanowi bowiem jedno z
najwazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Waznym krokiem w tym wzgledzie byto
wprowadzenie tzw. terapii biologicznej. Jako pierwsze znalazty zastosowanie leki neutralizujgce
aktywnosc czynnika martwicy nowotworéw — infliksimab i adalimumab. Wykazujg one stosunkowo
duzg skuteczno$¢, ale ich stosowanie ograniczajg dziatania niepozadane, w tym ostabiajace
ogolnoustrojowe mechanizmy odpornosciowe. Bezpieczniejszy w tym zakresie okazat sie
wedalizumab, wigzacy sie swoiscie z integryng 4a7f limfocytow prawie wytacznie w scianie jelit,
hamujac jej faczenie z czgsteczkg adhezyjng MAdACAM-1.

Aktualnie w badaniach przedklinicznych i klinicznych ocenianych jest kilka nowych praparatéw.
Wszystkie one skierowane sg giéwnie na neutralizowanie wybranych cytokin prozapalnych.
Wyprodukowanie leku o szerokim, a jednoczesnie bezpiecznym dziataniu przeciwzapalnym jest
bardzo trudne. Z tego powodu poszukiwanie substancji o wielokierunkowym dziataniu
przeciwzapalnym, nawet w celach terapii adiuwantowej, jest dziataniem bardzo pozadanym.
Uzasadnia to w petni podjecie badan wtasnych przez Doktorantke, ktérych celem byto okreslenie
przydatnosci terapeutycznej mangiferyny.

W oparciu o wyniki wielu badan wskazujacych, ze ten polifenol roslinny wykazuje dziatanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, immunomodulujgce, przeciwbakteryjne i przeciwbélowe
postanowita te informacje potwierdzi¢ lub zweryfikowa¢ na modelu doswiadczalnego zapalenia jelit u
SZCzZUrow.

Mangiferyne wyizolowano z kitacza rosliny Belamcanda{chinensis, pozyskanej z hodowli
Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry i Zaktadu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu. Ekstrakcje i analize jakosciowg przeprowadzono przy uzyciu



chromatografii cienkowarstwowej i cieczowej. Oznaczanie iloéciowe otrzymane mangiferyny
wykonano metoda spektrofotometrii, a przy ustalaniu tozsamosci chemicznej oraz czystosci
otrzymanego zwigzku korzystano z wzorca magniferyny firmy Sigma Aldrich, Niemcy.

Czgs¢ doswiadczalng przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, z wyodrebnieniem 8 grup
po 10 osobnikéw, w tym grup kontrolnych. Mangiferyne podawano przez 16 dni dozotgdkowo, w
dawkach 10, 3 i 100 mg/kg. W 15 dniu szczurom podawano doodbytniczo alkoholowy roztwaér kwasu
trinitrobenzenosulfonowego(TNBS) w dawce 50mg/kg. W 17 dniu zwierzeta usypiano i usmiercano i
pobierano 8-centymetrowe odcinki dystalnej czesci jelita grubego, ktére utrwalano w formalinie do
badan histopatologicznych lub zamrazano do celéw badan biochemicznych.

Dokonano oceny makroskopowe;j jelita wg kryteriow Galvez i wsp. i oceny mikroskopowej stanu
zapalnego wg kryteriow Arribas i wsp.

W homogenatach jelit oznaczano stezenie TNF-a i IL-17 met.immunofluoroscencyjngoraz stezenie
MDA i aktywnos$¢ SOD met. kolorometryczng.

Z oceny makroskopowej wynika, ze TNBS wyzwalat u wszystkich zwierzat doswiadczalnych
zapalenie jelita grubego; pojawito sig przekrwienie, obrzek i ubytki btony sluzowej.

Podobnie w badaniu mikroskopowym stwierdzono naptyw limfocytow, makrofagéw i neutrofilii do
warstw $ciany jelita. Wykazano takze uszkodzenie nabtonka powierzchownego i nabtonka krypt oraz
zmniejszenie liczby komorek kubkowych i warstwy $luzu ochronnego.

Gromadzeniu komorek stanu zapalnego i niszczeniu nabtonka towarzyszyto zwiekszone
wytwarzanie badanych cytokin prozapalnych, zwiekszone stezenie MDA oraz zmniejszona aktywnosc
SOD.

Mangiferyna w grupie kontrolnej nie powodowata istotnych zmian morfologicznych,
histologicznych ani biochemicznych w jelitach zwierzat, natomiast w grupach poddanych
eksperymentowi istotnie zmniejszata wyktadniki stanu zapalnego. W szczegolnosci zmniejszata ilosé i
rozleglos¢ owrzodzer jelita, zwigkszata liczbe komdrek kubkowych i przywracata warstwe
ochronnego $luzu pokrywajgcego nabtonek.

Stwierdzono takze zmniejszenie naptywu komérek zapalnych do struktur jelita. Jednoczesnie
obserwowano zmniejszenie stezenia cytokin prozapalnych.

Wszystkie powyzsze korzystne zmiany wystepowaly gtéwnie w grupach szczuréw otrzymujgcych
mangiferyng w dawce $redniej i duzej,tj.30 i 100mg/kg.

Tej zaleznosci zmian od dawki mangiferyny nie stwierdzono przy ocenie wyktadnikéw procesu
oksydacyjnego. Zmniejszone stezenie MDA w S$cianie jelit byto najwieksze przy dawce

sredniej(30mg/kg), natomiast wzrost aktywnosci SOD przy dawce najwiekszej(100mg/kg).



Zmniejszenie zmian histologicznych wraz obnizeniem stezenia TNF-alfa, IL-17 i MDA oraz
rosngcg aktywnoscig SOD $wiadczy o istotnej zaleznosci migdzy stopniem uszkodzen strukturalnych a
aktywnoscig przeciwzapalng i antyoksydacyjng mangiferyny.

Uzyskane wyniki dowodzg, ze mangiferyna podawana w kazdej stosowanej dawce dziata
antyoksydacyijnie, a przeciwzapalnie dopiero w dawkach wysokich. Uszkodzenie jelit byto najmniejsze
przy dawce 100mg/kg, co wskazuje, ze aktywnosc antyoksydacyjna jest niewystarczajaca do ich
przeciwdziatania, a bardzo wazna w mechanizmie dziatania ochronnego jest jej aktywnosc¢
przeciwzapalna.

Recenzowana rozprawa jest cennym osiggnieciem Doktorantki, posiada istotne walory
poznawcze i implikacje terapeutyczne.

Wyrdznia sie:

* Dobrym zaplanowaniem eksperymentu i przejrzystym postawieniem zadan
badawczych

® uwzglednieniem najwazniejszych elementéw procesu immunologiczno-zapalnego
dotyczacych nieswoistych chorob zapalnych jelit

® precyzyjnym przygotowaniem materiatu badawczego z uzyciem nowoczesnych
metod

e kompleksowaq morfologiczno-biochemiczng  oceng uzyskanych  wynikow
eksperymentu

® racjonalnym odniesieniem wynikéw badan eksperymentalnych do badan klinicznych.

W uwagach pozamerytorycznych proponuje jedynie, aby w tytule i treéci pracy okreslenie
~Wplyw mangiferyny na przebieg doswiadczalnego zapalenia jelit u szczuréw” zmieni¢ na ,Wpltyw
mangiferyny na obraz doswiadczalnego zapalenia jelita grubego u szczuréw”. Okreslenie ,przebieg”

bardziej odnosi sie do klinicznej oceny zmian w tych chorobach, z okresami zaostrzeri i remisji.

Recenzowana rozprawa doktorska wyrdznia sie nienagannym opracowaniem pod wzgledem
jezykowym i technicznym. Zawiera 102 strony, 15rycin, 9 tabel i 3 zbiorowe dokumenty
fotograficzne.Pi$miennictwo obejmuje 140 pozycji, wiasciwie wyselekcjonowanych i wykorzystanych
W pracy.

Stwierdzam wigc, ze recenzowana praca spetnia wszystkie warunki ustawowe stawiane
rozprawom doktorskim i przekazuje wniosek do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Marty Szandruk do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.Jednoczesnie wnioskuje o wyrédznienie tej pracy doktorskiej.

'f—'(‘ A 17 lf 70. W15




