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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr farmacji Marty Szandruk pt. ,Wphw mangiferyny na preebieg
doswiadczalnego zapalenia jelit u s3csurow .

Praca pochodzi z Katedry i Zakladu Farmakologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wroclawiu, kierowanego przez Pana Prof. dr hab. n. med. Adama Szelaga, bedacego jednoczesnie
promotorem recenzowanej pracy doktorskiey.

Ma uklad typowy, liczy 102 strony, 9 tabel, 15 rycin i 140 pozycji cytowanego pismiennictwa. Uwage
zwraca staranne opracowanic ww. rozprawy doktorskiej, bogata szata graficzna zawierajaca ryciny
zaprojecktowane 1 wykonane przez Autorke oraz pomocny wykaz skeotow.

Wprowadzenie liczace az 28 stron, w sposob bardzo dokladny i rzetelny, a jednoczesnie
przystepny, umozliwia czytelnikowi rozeznanie tematyki poruszanej w omawtanej pracy doktorskiej.
Sklada si¢ z trzech czesci, w ktorych Autorka kolejno omawia charakterystyke, patofizjologie i aktualne
mozliwosci terapii nieswoistych zapalen jelit (NZ]). Ponadto, przedstawia budowe i dzialanie badanej
substancji, by w koncu przejs¢ do dokladnej analizy modeli doswiadczalnych stosowanych w badaniach
przedklinicznych nad NZJ. Za szczegblnie warte podkreslenia nalezy uznaé przedstawienie we
wprowadzeniu informacji plynacych z az 118 pozycji piSmiennictwa. Zwraca uwagg, ze oprocz
cytowanych klasycznych publikacji dotyczacych problemu, Autorka oparla si¢ w tej sekcji na 24
doniesieniach, ktore opublikowane zostaly w przeciagu ostatnich 5 lat. Swiadczy to nie tylko
o znakomitym rozeznaniu najnowszych postepéw w dziedzinie badan nad omawiang tematyka, ale
rowniez o aktualnosci rozpatrywanych w pracy doktorskiej zagadnien. Co szczegélnie istotne, Autorka
odnosi si¢ nie tylko do obowiazujacych zaleceni Europejskiego Towarzystwa Choréb Zapalnych Jelit
(cytowane wytyczne Euwuropean Crobn and Colitis Organization), ale przytacza réwniez rekomendacje
kliniczne Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii.

Cele pracy zostaly okreslone w sposob jasny, zarbwno ogodlnie jak 1 szczegdlowo. Obejmowaly
nie tylko kompleksowa ocen¢ wplywu mangiferyny na wystapienie wywolanych eksperymentalnie zmian
zapalnych w jelicie grubym szczurow, ale takze - co podnosi wartos¢ pracy - uzyskanie badanej substancii
z surowca roshinnego, ktorym byly klacza Belamcanda chinensis. Nie mozna pominaé w tym swietle faktu,
ze Autorka przy realizacji swoich badan, nawiazala wspdlprace z uznanym Zakladem Biologii i Botaniki
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu. Placowka ta specjalizuje si¢ w badaniach
wlasciwosci roslin leczniczych, ze szczegblnym uwzglednieniem azjatyckich surowcow zielarskich.



W tym kontekscie trzeba zaznaczy¢, ze poszukiwanie nowych czynnikow aktywnych mogacych zmieniac
przebieg NZJ jest szczegolnie cenng inicjatywa. Dane epidemiologiczne nie pozostawiaja zludzen -
nieswoiste choroby zapalne jelit: choroba Lesniowskiego-Crohna oraz wrzodziejace zapalenie jelita
grubego stanowia ciagle rosnacy problem medyczny, szczegolnie w krajach wysoko rozwnietych.
Choroby te, w szczegblnosci wrzodziejace zapalenie jelita grubego, stanowig ponadto czynnik ryzyka
powstawania nowotworow, a takze czesto wspolistnieja z innymi chorobami autoimmunologicznymi.
Nie ulega watpliwosci, ze pomimo pewnego postepu w zakresie farmakoterapii nieswoistych zapalen jelit
istnieje potrzeba dalszych badan, szczegdlnie w zakresie lekéw modulujacych przebieg tych choréb.
Niestety, pomimo coraz powszechniejszego dostgpu do lekéw biologicznych, weiaz wielu pacjentow
skazanych jest na okaleczajace interwencje chirurgiczne. Nie bez znaczenia sa w tej perspektywie réwniez
kwestie farmakoekonomiczne, ze wzgledu na olbrzymie 1 ciagle rosnace koszty leczenia 1 monitorowania
pacjentow cierpiacych na NZJ. Wszystkie wyzej opisane czynniki powoduja, ze w dalszym ciagu
poszukujemy lekéw skutecznie indukujacych 1 podtrzymujacych remisje choréb zapalnych jelit.

Dob6r zastosowanych metod w badaniu jest wlasciwy, a ich paleta swiadczy o rozleglych
umiejetnosciach Autorki. Model badawczy eksperymentalnego zapalenia jelita grubego u szczurdw,
oparty na zastosowaniu bodzca chemicznego (kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy - TNBS) wykazuje
podobienstwo do caloksztaltu zmian patofizjologicznych zachodzacych w nieswoistych zapaleniach jelit
u ludz, szczegdlnie tych ograniczonych do jelita grubego. Za szczegdlnie warte podkreslenia uwazam
dobrze wybrane 1 wiarygodne metody uzyte do analizy jakosciowej badanej substancji, wykonane
w Zakladzie Herbologii 1 Technik Uprawy Roli Instytutu Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa Polskiej
Akademii Nauk we Wroclawiu. Podnosi to niewatpliwie jakos¢ uzyskanych wynikéw, podobnie jak
wiarygodna ocena histologiczna tkanek jelita grubego szczuréw, przeprowadzona w Katedrze 1 Zakladzie
Patomorfologii 1 Cytologi Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu. Opis wynikéw nie
budzi watpliwosci, a niektore uwagi zawarlem ponizej. ZaznaczyC nalezy przy tym, ze polaczenie formy
graficznej z tabelami znakomicie ulatwia czytelnikowt ich zrozumienie.

W recenzowanej pracy wykazano, ze podawanie mangiferyny zmniejsza zakres uszkodzen
tkanek jelita grubego w modelu eksperymentalnie wywolanego zapalenia u szczurdw. Wielkosc
uszkodzenia byla znamiennie mniejsza w ocenie zardbwno makro- jak 1 mikroskopowej u zwierzat
leczonych badana substancja podawana w ilosci 30 mg/kg i 100 mg/kg. Nie wykazano przy tym
ochronnego dzialania najnizszej dawki, 10 mg/kg na ww. parametry. Co istotne, Autorka wykazala takze,
ze korzystne dzialanie ochronne mangiferyny jest zalezne od dawki, poniewaZz nasilenie zmian bylo
maniejsze przy zastosowaniu w dawce 100 mg/kg, w poréwnaniu do dawki 30 mg/kg. Najwyzsza dawka
badana, zmniejszala rownieZ istotnie steZenie cytokin prozapalnych (I'NF-a, 11-17). Dodatkowym
argumentem przemawiajacym za dawkozaleznym dzialaniem badanej substancii jest obserwacia, ze efekt
ten byl silniejszy w grupie gdzie zastosowano najwyzsza dawke w porOwnaniu do grupy w ktorej
podawano dawke 30 mg/kg.

Mangiferyna wplywala na parametry ukladu oksydoredukcyjnego w tkankach jelita grubego
szczurow: wszystkie dawki znaczaco zmniejszaly st¢zenie malonodialdehydu (MDA), a dawka 100 mg/kg
dodatkowo zwigkszala przy tym aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).

Dyskusja zostala poprowadzona w sposob jasny i zrozumialy dla czytelnika. Niewatpliwie jest
popisem mozliwosci Autorki, ktéra prowadzac wnikliwg 1 wielokierunkows analize nie stroni od
zadawania pytan, na ktére z polotem odpowiada. Uznanie budzi rowniez zmys! obserwacji, umiejetnosc
kojarzenia faktow oraz wysuwanie wnioskow klinicznych, a przede wszystkim wrecz wytyczanie sobie
1 innym dalszych kierunkéw badan. Wszystkie wyzej wymienione cechy wskazuja na dojrzalo§é Autorki
jako badacza, kt6ra bez watpienia rozwinela w unikalnej szkole swojego Promotora.

Uzyskane przez Autorke wyniki maja bez watpienia duze znaczenie poznawcze, jak 1 moga mie¢
w niedalekiej przyszlosci istotne znaczenie kliniczne. Dowodzg one, ze badana substancja - mangiferyna



ma silny, korzystny wplyw ochronny w modelu eksperymentalnego zapalenia jelita grubego u szczurow,
ktory polega na dzialaniu przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym. Ponadto, Autorka wykazala, Ze te
protekcyjne wlasciwosci sg zalezne od dawki, poniewaz najkorzystniejszy profil wywieranych dzialan
zostal stwierdzony przy podawaniu mangiferyny w dawce 100 mg/kg.

Whnioski niniejszej rozprawy doktorskiej z naddatkiem odpowiadaja na postawione w cclu pracy
zalozenia.

7. obowiazku recenzenta oraz wiedziony niedosytem informacji mam nastepujace pytania do Autork:

1) Jednym z najbardziej istotnych probleméw wspolczesnej terapii nieswoistych choréb zapalnych
jelit jest indukcja i podtrzymanie remisji choroby Lesniowskiego-Crohna, szczegdlnie postaci
z zajeciem jelita cienkiego. Pomimo licznych badan 1 wysitkow, ze wzgledu na niewielka
uzytecznoé¢ pochodnych 5-ASA 1 coraz czesciej dyskutowana pozycje przewlekle;
immunosupresji azatiopryna w tej chorobie, podstawa indukcji remisji pozostaja glikokortykotidy,
a w przypadku postaci opomych - terapta biologiczna. Co szczegélnie wazne, wbrew
wystgpowaniu wielu wspdlaych cech, wszelkie wytyczne postgpowania wyraznie odgraniczaja
(i slusznie) od siebie postacie NZJ: wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz chorobe
Lesniowskiego-Crohna. W tym kontekscie, pewna watpliwos¢ budzi wnioskowanie na podstawie
uzyskanych wynikéw o prawdopodobnej skutecznosci badanej substancji w obu najczestszych
postaciach NZJ: wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego, oraz chorobie Lesniowskiego-Crohna.
Co prawda, Autorka nie wyraza takiej opinii wprost, jednak zwraca uwage, Ze punkt 3 sekcji
»Wnioski”, traktujacy o: ,dzialaniu ochronnym mangiferyny na jelita w przebiegu ich
uszkodzenia doswiadczalnego...” jest nieco niescisly 1 moze stwarzaé mylne wrazente, Ze
omawiana substancja zostala zbadana pod katem jej globalnego wplywu na przewdd pokarmowy
w fazie ostrego zapalenia, a takze sugeruje, ze jej dzialanie obejmuje zarowno jelito cienkie, jak
1 grube. Z drugiej zas strony, Autorka w celach pracy jak 1 opisie przyjetych metod, wielokrotnie
podkresla, ze wnioski z badania bazuja na ocente tkanek jelita grubego. W tym kontekscie, jaka
jest opinia Autorki na temat tego, czy zasadne jest ograniczenie interpretacji wylacznie do

ewentualnego wplywu na jelito grube, bad? idac dalej, na eksperymentalna posta¢ wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego? Wydaje si¢ to szczegolnie istotne, gdy dodatkowo wezmie si¢ pod uwage

opis histologiczny uszkodzen jelita grubego uzyskanych w zastosowanym modelu (¢7de niZej).

2) Jak powszechnie wiadomo, rozpoznanie 1 rOznicowanie nieswoistych zapalen jelit bywa bardzo
trudne, a opiera si¢ na caloksztalcie obrazu klinicznego, badaniach obrazowych, endoskopowych,
a takze histopatologicznych. Ze wzgledu na bardzo duza ilos¢ wynikow niejednoznacznych,
stosunkowo rzadko ta ostatnia z wymienionych wyzej metod przesadza o postawionej diagnozie,
co zalezne jest m.in. od aktywnosci NZ] w czasie przeprowadzania badania. Niemniej jednak,
aktualny konsensus dotyczacy rozpoznania histopatologicznego choréb zapalnych jelit dos¢ $cisle
okresla cechy charakterystyczne dla najczestszych postact NZJ: choroby Lesniowskiego-Crohna
(m.in. wystgpowanie zmian zapalnych ogniskowo, w sposob nieciagly, nieregularnos¢ krypt,
tworzenic ziarnmniakow bez zwiazku z uszkodzeniem krypt - szczegdlnie w przypadku postact
z zajeciem jelita grubego) oraz wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (m.in. rozlane zaburzenie
architektoniki krypt, infiltracja zapalna sluzéwki z tworzeniem mikroropni krypt, a w postaciach
o dlugotrwalym przebiegu - dysplazja nablonka). W tym kontekscie, czy Autorka moze odniesc
sie do przyjetego w swojej pracy modelu oceny histopatologicznej tkanek jelita grubego, ktory
opieral sie przede wszystkim na ocenie zasiegu owrzodzen, nacieku blony podsluzowej
1 miesniowe;?




3) Nieswoiste choroby zapalne jelit, a przede wszystkim wrzodziejace zapalenie jelita grubego,
stanowia czynnik ryzyka wystgpowania nowotwordow przewodu pokarmowego. W zwigzku
z wykazanym przez Autorke dzialaniem przeciwzapalnym, modulujacym aktywnosc cytokin
zapalnych oraz wplywem na parametry stresu oksydacyjnego mangiferyna wydaje si¢ by¢
potencjalnie interesujacym obiektem badan w kontekscie chemoprewencji nowotworow
w przebiegu NZJ. Jakie aspekty aktywnosci tei substancji moglyby by¢ zdaniem Autorki
szczegolnie interesujace pod katem tego typu badan?

4) Autorka opisuje zdolnosci chelatujace mangiferyny, na przykladzie tworzenia kompleksow

z jonami zelaza. Czy sa jej znane mne reakcje chemiczne badanej substancyi, ktore w teori
moglyby przyczyniac¢ si¢ do zaburzenia wchlaniania innych substratéw ze Swiatla przewodu
pokarmowego, a co za tym idzie stanowiC potencjalne dzialanie niepozadane w_kontekscie
uposledzenia wchlaniania towarzyszacego NZJ?

Moje uwagi dotyczace kompozycji tekstu s m.in. nastepujace:

1) sekcja PiSmiennictwo jest niespojna w swej formie: niektore prace sg cytowane wraz z numerami
woluminu/zeszytu oraz numeru, a niektore z pominigciem niektorych elementow opisu
cytowanej pozycit

2) str. 74 - nalezaloby wyrazniej zaznaczy¢ na koniec ostatniego akapitu tej strony, Ze zawarty w nim
opis dotyczy grupy kontrolnej, ktéra nie otrzymywata TNBS.

3) .w mojej opinii, przejrzystosc tabeli bylaby znacznie wigksza gdyby zawieraly dodatkowo:

* oznaczenie symbolem grup miedzy ktorymi wystepuje znamiennos¢ statystyczna
* legende pod tabela, ktora zawieralaby opis zastosowanych skrotow (ze wzgledu na
relatywnie duza ilos¢ badanych grup)

Reasumujac, powyzsze uwag1 1 pytania nie u;mu;q wartosci tej rozprawy, kt6ra oceniam wysoko
jednoczesnie stwierdzajac, Ze zawiera ona wazne 1 oryginalne elementy wniesione do nauki. Jestem
gleboko przekonany, ze stanowi¢ beda solidne podwaliny pod przyszle badania kliniczne dotyczace
mozliwego zastosowania mangiferyny w terapsi NZJ u ludzi.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 64, poz.
595, z pézn. zm.). i w zwigzku z tym z pelnym przekonaniem i zarazem przyjemnoscia
wniosKkuj¢

do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
o dopuszczenie Pani mgr farmacji Marty Szandruk do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

/ Tadeusz F. Krzeminski /



