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Lublin, 15 05 2024
RECENZJA

rozprawy doktorskiej “Opracowanie ukladow dostarczania aktywnych biologicznie substancji o
potencjale transformacji mikrobiomu jelitowego”

Pana mgr. farm. Szymona Sip

stanowigcej podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
0 zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych

przygotowanej pod kierunkiem promotoréw: prof. dr hab. n. farm. Judyty Cieleckiej-Piontek oraz dr hab. n.
med. Marcina Zarowskiego i wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji
i Biomateriatéw Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr Szymona Sip stanowi zbidr pigciu powigzanych
tematycznie artykutow naukowych opublikowanych w latach 2022 — 2024, w czasopismach znajdujacych si¢
w wykazie Ministerstwa Edukacji i Nauki (zgodnie z artykulem 187 ust. 1 pkt. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce). Ocena merytoryczna kazdego z artykutow, wchodzacych w sktad
cyklu publikacji zostata przeprowadzona przez recenzentéw powotanych przez redakcje czasopism, w ktérych
opublikowano artykuty. Sumaryczna warto$¢ wspotczynnikéw oddziatywania IF tych publikacji wynosi 31,5 i
580 punktow MNiSW.

Wszystkie publikacje sa kilkuautorskie, a mgr Szymon Sip jest ich pierwszym autorem. Jednakze w Zadnej
publikacji nie jest autorem korespondencyjnym. Doktorant przedstawit deklaracje wktadu wlasnego i
pozostatych autorow, ktore jasno wskazuja na duze zaangazowanie Pana magistra w opracowanie koncepcji
prac oraz przeprowadzenie eksperymentow, gldwnie przygotowania ekstraktow, oznaczenia zawartosci ciat
czynnych, preparatyki uktadéw uwalniania i oceny ich aktywnosci biologicznej (z wyjatkiem testow
mikrobiologicznych i testu DPPH w jednej z publikacji), oraz przygotowania manuskryptow i odpowiedzi na
recenzje. Wykonane badania sg interdyscyplinarne. W prace wiaczyli si¢ badacze z Politechniki Poznanskiej,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecine oraz
Uniwersytetu Medyczny w Lublinie, co wskazuje na umiejetno$¢ wspotpracy doktoranta z innymi badaczami,
oczywiscie pod kierunkiem promotorow.

DOROBEK DOKTORANTA

Na uwage zastuguje duza aktywno$¢ naukowa doktoranta, ktora rozpoczat juz podczas studiow magisterskich.
Byt cztonkiem Studenckiego Kota Naukowego Chemia Lekéw oraz Kota Naukowego Herba. Ponadto, w
trakcie trwania studiow magisterskich odbyt roczny staz w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Mgr Sip byt wykonawca w sze$ciu projektach finansowanych ze
zrodet zewnetrznych, z czego cztery projekty byty realizowane w latach 2016-2019, czyli przed obrong pracy
magisterskiej. Oprocz prac stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora, mgr Sip jest
wspotautorem 14 manuskryptow oraz 11 streszczen konferencyjnych (w tym prezentowane przez niego: jedna
prezentacja ustana i siedem plakatowych), co jest wynikiem jego pracy na stanowisku samodzielnego referenta
naukowo-technicznego, a nastgpnie asystenta w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji i Biomateriatow
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

WYBOR TEMATU
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Jak wskazuje literatura naukowa, mikrobiom jelitowy ma istotny wptyw na zdrowie cztowieka, a zaburzenia
jego funkcjonowania zostaly powiazane z rozwojem wielu chorob. Zrozumienie roli mikrobioty jelitowej oraz
produkowanych przez nig w procesach fizjologicznych i patologicznych metabolitéw ma kluczowe znaczenie
dla opracowania innowacyjnych strategii terapeutycznych, zwlaszcza w konteks$cie leczenia chorob
cywilizacyjnych. Celem tych strategii jest wzmocnienie puli bakterii probiotycznych poprzez dostarczanie im
substancji stymulujgcych ich wzrost, a takze substancji aktywnych, modulujacych procesy patologiczne, takie
jak otylos¢, cukrzyca, choroby autoimmunologiczne czy neurodegeneracyjne, dla ktorych stwierdzono istnienie
zaleznosci pomigdzy chorobg a zaburzeniem homeostazy mikrobiomu.

Ogolnym celem ocenianej rozprawy doktorskiej byto opracowanie uktadow dostarczania ekstraktow roslinnych
i czystych substancji aktywnych z wybranymi nos$nikami oraz ustalenie czy wywieraja one korzystny wptyw na
mikrobiom jelitowy.

Postawiony cel jest bardzo istotny ze zdrowotnego punktu widzenia i moze mie¢ praktyczne przelozenie na
wytwarzanie korzystnych dla zdrowia formulacji/suplementéw/wyboréw medycznych, ktére moga modulowac
sktad ludzkiego mikrobiomu.

CEL | TRESC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Aby zrealizowa¢ przedstawiony powyzej cel doktorant postanowit

1) Scharakteryzowa¢ pod wzgledem sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej ekstrakty uzyskane z
kilku odmian dwoch gatunkow roslin: derenia jadalnego, oraz jagody kamczackiej

2) Przygotowa¢ systemy dostarczania wybranych ekstraktow oraz dwoch indywidualnych flawonoidow,
aglikonu —fisetyny, oraz glikozydu — hesperydyny, z r6znymi no$nikami (inuling — publ. 1, dekstranem
— publ. 3, zeing i cyklodekstryng — publ. 4, oraz kopovidonem — publ. 5)

3) Scharakteryzowac rozpuszczalno$é, przenikalnos$¢ oraz aktywnos$¢ biologiczng wybranych ekstraktow
i zwigzkow w opracowanych uktadach oraz oceni¢ ich zdolno$¢ do transformacji mikrobiomu
jelitowego

Oprocz ogdlnego celu badawczego w autoreferacie zabrakto hipotez badawczych, ktore potaczylyby
prezentowane prace w jeszcze bardziej spdjng catosé. Publikacje: 1, 4, i 5 stanowig zamknigte koncepcyjnie
badania. Publikacje: 2 i 3 sa ze soba powigzane poprzez poddany badaniom materiat ro§linny- liscie jagody
kamczackiej. W publikacji 2 doktorant poddatl analizom ekstrakty sporzadzone z liSci pigciu odmian tego
gatunku. Ocenit czystos¢ mikrobiologiczna, oznaczyt zawarto$¢ substancji aktywnych, oraz ocenit in vitro ich
aktywno$¢ przeciwzapalng, przeciwhiperlipidemiczng i przeciwutleniajaca. Na podstawie przeprowadzonych
analiz wytypowatl odmiane, ktora charakteryzowala si¢ najwigkszym potencjatem prozdrowotnym. Powyzsze
wyniki staly si¢ jednoczesnie punktem wyjscia do przeprowadzenia dalszych prac preformulacyjnych, w
ktorych wykorzystano odmiang, u ktorej stwierdzono najwyzsza aktywnos¢ biologiczng (Jugana). Prace te
opisano w publikacji 3. Mgr Sip dokonat procesu optymalizacji ekstrakcji lisci odmiany Jugana, a nast¢pnie na
podstawie oceny aktywnosci biologicznej w testach in vitro (antyoksydacyjnej, oraz hamowania enzymow:
glukozydazy, hialuroidazy i lipazy) wybrat ekstrakt, z ktorym sporzadzit formulacje z dekstranem o rézne;j
dtugosci tancucha. Nastgpnie zostal oceniony wptyw tych ukladow na wzrost bakterii probiotycznych.
Publikacja 1 byla koncepcyjnie zblizona do publ. 3, rowniez dotyczyta badan nad ekstraktami otrzymanymi z
roznych odmian, tym razem czterech odmian owocoéw derenia jadalnego, i miata na celu charakterystyke
chemiczng 1 wybor ekstraktu majacego najwigkszy potencjal hamowania glukozydazy i1 potencjat
przeciwyutleniajacy. Najlepszy ekstrakt uzyskany z odmiany Wydubieckij zawieszono w roztworze inuliny i
oceniono jego wpltyw na mikrobiote jelitows. Duzg zaletg tej pracy jest ocena opracowanej formulacji in vivo,
u szczuréw. Publikacje 4 1 5 byly poswiecone w istotnym stopniu wytworzeniu uktadow dostarczania
indywidualnych substancji, a takze ocenie wptywu tych uktadéw na zywotno$¢ bakterii probiotycznych (publ.
4) i patologicznych (publ. 5).
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Autor autoreferatu skupit si¢ na opisaniu poszczegoélnych prac, mniej miejsca poswigcit treSciom tgczacym te
prace w koncepcyjna cato§é. Oprocz szczegotowych wnioskow dotyczacych indywidualnych prac mozna byto
jeszcze porownac poszczegdlne uktady dostarczania pomiedzy sobg, od tego najprostszego, zawierajacego
jedynie ekstrakt i inuling, poprzez rozne dlugosci tancuch dekstranu, rézne kompozycje solubilizatorow, a
skonczywszy na amorficznym uktadzie z kopovidonem.

Niemniej jednak warto$¢ merytoryczna opisanych badan jest bardzo duza. Stanowig one istotny wktad w rozwoj
obszaru nauki dotyczacy tworzenia celowanych formulacji zawierajacych substancje naturalne stymulujace
wzrost bakterii probiotycznych 1 majgce posrednio, a takze bezposrednio wptywac¢ na modulacj¢ standw przed-
i chorobowych zaleznych od homeostazy mikrobioty jelitowej.

Nalezy takze zwroci¢ uwage na bardzo bogaty warsztat badawczy doktoranta, a takze warsztat z ktorym mgr
Szymon Sip musiat si¢ zaznajomi¢ w ramach szerokiej wspotpracy badawczej wykorzystanej w przedstawione;j
do oceny pracy doktorskiej. Oprocz standardowych technik i metod analitycznych wykorzystywanych w
analizie fitochemicznej i ocenie aktywnosci biologicznej in vitro, takich jak wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) z detekcja UV-VIS i spektrofotometria UV-VIS, w pracy doktorskiej zostaly wykorzystane
takze proszkowa dyfrakcja promieni rentgenowskich (PXRD) oraz spektroskopia w podczerwieni z
transformacjg Fouriera (FT-IR). Nalezy takze wymieni¢ wykorzystanie techniki ekstrakcji nadkrytyczne;j.
Dodatkowo, wykonano eksperymenty uwalniania do roztworéw symulujacych kolejne odcinki przewodu
pokarmowego, w tym warunkéw symulujgcych stan jelita na czczo i po positku, oraz eksperymenty przenikania
przez sztuczne membrany biologiczne (PAMPA — ang. Parallel artificial membrane permeability assay). Testy
mikrobiologiczne przeprowadzono in vitro oraz in vivo. In vivo oceniono takze wptyw ekstraktu na poziom
glukozy we krwi szczurow. Taka réznorodnos¢ wykonanych eksperymentéw niewatpliwie wymagata
umiejetnosci interpretacji wynikow.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw mgr Szymon Sip wykazat ze:

- odmiana derenia jadalnego Wydubieckij jest najbardziej cenna pod wzgledem zawartosci polifenoli oraz
zdolnos$ci do hamowania glukozydazy

- ekstrakt z owocow derenia jadalnego z inuling wptynat pozytywnie na sktad mikrobioty jelitowej in vivo: w
kale szczuréw zaobserwowano wzrost liczby bakterii probiotycznych z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus;
dodatek inuliny nie wplynal negatywnie za zachowanie pierwotnych wlasciwosci ekstraktu roslinnego

- odmiana jagody kamczackiej Jugana zawiera najwiecej cial czynnych oraz posiada najwigksza aktywnosci
przeciwzapalna i przeciwutleniajaca

- uktady zawierajgce ekstrakt z jagody kamczackiej oraz dekstran o r6éznych dlugosciach tancucha promuja
wzrost probiotycznych szczepow bakterii in vitro, ale wptyw ten jest indywidualny dla r6znych bakterii

- wytworzone uktady zawierajgce hesperydyne oraz fisetyng w znaczacy sposob zwigkszaja rozpuszczalnosc i
uwalnianie, a wigc biodostepnos¢, tych flawonoidow

- uktady zawierajace hesperydyna stymulujg wzrost bakterii probiotycznych in vitro, zas te z fisetyng hamunja
rozwoj patogendw in vitro

- amorficzny uktad fisetyny wykazywat zwigkszona rozpuszczalno$¢ i przenikalno$¢ przez modele bton
komoérkowych oraz zwigkszong aktywno$¢ antyoksydacyjna i biologiczna.

W mojej ocenie warto$¢ prac bedacych podstawa na nadania stopnia doktora jest niewatpliwie bardzo duza.
Prace sg obszerne, zawieraja znaczng ilo§¢ wynikow, ktérych omowienie i dyskusja zostaly przeprowadzone w
sposéb bardzo skrupulatny. Dobor stownictwa, a takze swoboda jezykowa sugeruja doswiadczenie w pisaniu
prac badawczych i obeznanie z tematyka.

Z obowiazku recenzenta chceg jednak zwrdci¢ uwagg za kilka kwestii 1 poddac¢ pod zastanowienie nastepujace
uwagi/zapytania:
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- termin ,,surowiec roslinny” jest nieaktualny od momentu wejScia w zycie Farmakopei Polskiej VII,
stanowigcej polskie ttumaczenie pigtego wydania Farmakopei Europejskiej; thumaczenie z j¢z. angielskiego
,.herbal substance” odpowiada polskiemu terminowi ,,substancja roslinna”

- w jaki sposob doktorant dokonal standaryzacji ekstraktu z owocow derenia jadalnego, majac na uwadze, iz
proces standaryzacji ekstraktu ro$linnego polega na okresleniu zawarto$ci wystgpujacych w nim
najistotniejszych zwigzkéw majacych efekt fizjologiczny i ujednoliceniu ich zawartosci w kazdej porcji
surowca badz produktu

- dlaczego w publikacji 2 formulacje zawierajacg ekstrakt z derenia i inuling sporzadzono na bazie ekstraktu
przygotowanego z uzyciem 70 % etanolu, a wszystkie poprzednie oznaczenia wykonano dla ekstraktu
wodnego?

- w przypadku przygotowanych ukladéw dostarczania wazne jest aby podaé jaka jest zawarto§¢ substancji
aktywnych w uktadzie, np. w %, celem poréwnania aktywnos$ci w postaci wolnej i w uktadzie; takiej informacji
recenzent nie odnalazt w autoreferacie, ani w publikacjach

- w publikacji 2, sekcja 2.8 zatytutowana jest ,,Phenolic acids content”, jednakze wsroéd oznaczanych zwigzkow
jest takze kwas loganowy i rutyna, ktore nie nalezg do kwaséw fenolowych, wobec tego bardziej stosowne
bytoby okreslenie ,,Phenolic compounds content”

- w badaniach oceniajacych wptyw formulacji zawierajacych ekstrakt z dodatkiem dekstranu na zywotno$¢
bakterii zabrakto oceny wplywy samego eksraktu

Podsumowujac doswiadczenia oraz wyniki zawarte W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej nalezy
podkresli¢, ze mgr Szymon Sip w pelni zrealizowal zatozony cel badawczy. Najbardziej obiecujace pod
wzgledem zwigkszenia rozpuszczalnosci, uwalniania substancji aktywnych, i przenikania przez sztuczne
membrany okazaty si¢ uktady amorficzne przygotowane dla fisetyny z wykorzystaniem dwutlenku wegla w
stanie nadkrytycznym. Zdecydowanie warto rozwija¢ ten kierunek badan, gdyz moze on mie¢ praktyczne
zastosowanie. Co wigcej, doktorant nakreslit perspektywy dalszych dziatan, i wskazat na potrzebg zastosowania
bardziej zaawansowanych modeli sztucznego trawienia oraz modeli in vivo, zwtaszcza dedykowanych zmianom
wywolanym przez wybrane jednostki chorobowe.

Konkluzja

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Szymona Sip spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), w zwigzku z czym zwracam si¢ do Kapituly Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytety Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu z wnioskiem o nadanie
mgr farm. Szymonowi Sip stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne.

Poniewaz rozprawa doktorska mgr farm. Szymona Sip jest wartoSciowa zaréwno z naukowego jak i
aplikacyjnego punktu widzenia wnosz¢ do Komisji powotanej do przeprowadzenia postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora Panu mgr farm. Szymonowi Sip o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Wniosek swoj
motywuje wysokim poziomem naukowym rozprawy, uwzgledniajagcym nie tylko aspekty nowosci i

oryginalnoséci naukowej w tym przygotowania po raz pierwszy uktadéw uwalniania oraz ocenie ich aktywnosci
biologicznej, ale takze wysokimi wskaznikami naukometrycznymi cyklu publikacji, wynoszacymi IF = 31,5 i
580 punktow MNiSW, oraz spelnionym kryterium, iz przynajmniej jedna z opublikowanych prac ma 140
punktow MNiSW (sa to dwie prace).
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Elwira Sieniawska
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