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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana magistra Bartosza Skalskiego
pod tytulem:

Standaryzowane preparaty z réznych organéw rokitnika ZWYycZajnego
(Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) jako modulatory stresu
oksydacyjnego i hemostazy.

Standardized preparations from various organs of the sea buckthorn (Elaeagnus
rhamnoides (L.) A. Nelson) as modulators of oxidative stress and hemostasis.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Bartosza Skalskiego zostata
wykonana w Katedrze Biochemii Ogélnej Instytutu Biochemii pod kierunkiem
Pani dr hab. Beaty Olas, prof. UL.

Temat rozprawy obejmuje oceng wptywu preparatow (ekstraktow, frakeji fenolowych
oraz bogatych w zwigzki niepolarne) z rokitnika zwyczajnego na stres oksydacyjny oraz
hemostaze w uktadzie in vitro.

Rokitnik zwyczajny to gatunek krzewu lisciastego, ktorego owoce oraz liscie maja
znaczenie uzytkowe. Wytwarzane sa z nich soki, oleje, ekstrakty i wyciagi. Owoce rokitnika
zawierajg rozne rodzaje skladnikéw odzywezych i substancji biologicznie aktywnych jak
witaminy, karotenoidy, flawonoidy, wielonienasycone kwasy tluszczowe, wolne aminokwasy
i skfadniki mineralne. Badania potwierdzajg warto$¢ odzywcza i wiadciwosei lecznicze

rokitnika zwyczajnego, a w tym — dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwwrzodowe oraz



hepatoochronne. Nie ma natomiast doktadnych danych na temat roli preparatow na bazie
rokitnika w profilaktyce czy leczeniu chordb uktadu krazenia, ktére mo ga wynikaé z zaburzen
hemostazy czy stresu oksydacyjnego.

Poznanie znaczenia zwigzkéw biologicznie czynnych pochodzacych z rdznych
organow rokitnika moze by¢ szczegélne istotne dla rozwoju terapii choréb ukladu sercowo-

naczyniowego.

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji praca stanowi spéjny tematycznie cykl szedciu publikacji
dotyczacych wplywu preparatow (ekstraktow oraz frakciji) wyizolowanych z rdznych
organéw rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) na wybrane
parametry oceny stresu oksydacyjnego oraz hemostazy w modelu in vitro.

Tytul pracy jest dobrze i jasno sformutowany, wlasciwie odzwierciedla jej tresci i
odpowiada tematyce analizowanych publikacii.

24 strony rozprawy doktorskiej obejmuja: streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
listg publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej (6 pozycji), liste pozostalych
publikacji wehodzacych w sktad dorobku naukowego (8 pozycji), liste udziatu doktoranta w
konferencjach migdzynarodowych (6 pozycji) i krajowych (9 pozycji), wstep, omowienie
publikacji oryginalnych sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska, wnioski, informacje o
finansowaniu i wspolpracy i spis pi$miennictwa. Nastepnie w rozprawie umieszczone sg
pelne wersje publikacji, ktére stanowig trzon rozprawy doktorskiej oraz informacje o
charakterze udziatu i procentowym wktadzie wspotautoréw w publikacje.

Na poczatku rozprawy doktorskiej zostaly umieszczone dwa streszczenia;
odpowiednio w jezyku polskim i angiclskim. Napisane sa one w sposGb zwiezly,
komunikatywny i umozliwiaja szybkie zapoznanie sie czytajacego z tematem juz na samym
wstepie pracy. W streszczeniach doktorant zawart podsumowanie zagadniet omawianych w
rozprawie oraz wnioski z przeprowadzonych badan, poprawnie sformutowane i w petni
uzasadnione.

W moim mniemaniu jako recenzenta lepszym sposobem byloby umieszczenie
streszezen na koncu pracy, co byloby zwienczeniem i krétkim podsumowaniem uzyskanych
rezultatow, natomiast na ich miejscu umiejscowienie spisu tresci i wykazu najczesciej
stosowanych w pracy skrotow. Tych dwoch elementow nie znalaztam w przedstawionej mi do
oceny rozprawie. Praca od strony formalnej nie budzi zastrzezen i jest wiasciwie

przygotowana.



Ocena merytoryczna

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi monotematyczny cykl szedciu prac
opublikowanych w latach 2018 — 2021, dotyczacy badan wplywu preparatéw z rokitnika
zwyczajnego na wybrane parametry stresu oksydacyjnego i hemostazy in vitro.

W skiad rozprawy przedstawionej do recenzji wchodzi sze$¢ prac oryginalnych
opublikowanych w czasopismach ze wspélezynnikiem oddziatywania IF (ang. Impact
Factor): IF=2,833; MNiSW=100pkt; IF=3,617, MNiSW=40 pkt; IF=3,977; MNiSW=100 pkt,
IF=3,060; MNiSW=100 pkt; [F=3,743, MNiSW=100 pkt i [F=4,556; MNiSW=140 pk.
Laczny wspotczynnik oddziatywania IF cyklu publikacji wynosi 17,23. Calkowita liczba
punktéw za publikacje stanowigce rozprawe doktorskg wedhug listy czasopism punktowanych
MNiSW (w latach 2018-2020) wynosi 440.

Wysoki sumaryczny IF wskazuje, ze badania zostaly wiasciwie zaplanowane i
przeprowadzone przez doktoranta oraz reprezentuja wysoki poziom naukowy, co zostato
pozytywnie ocenione przez recenzentdw tych czasopism. Wszystkie te prace stanowig
opracowania zbiorowe, w ktérych doktorant jest pierwszym autorem. W poszczegélnych
pracach udzial doktoranta wynosit (jak wynika z zalaczonych o$wiadczen) od 35 do 50%.
Ponadto, dotgczone o$wiadczenia wspétautorow ww. publikacji, zaswiadczaja o dominuj ace]
roli mgr Bartosza Skalskiego w powstawaniu prezentowanej rozprawy doktorskiej. Doktorant
odegral wiodaca role w zaplanowaniu i realizacji prac do$wiadczalnych, opracowaniu
wynikéw i przygotowaniu manuskryptu.

Jako recenzent, zwrocitam uwage na fakt, ze mgr Bartosz Skalski w zadnej z szesciu
wchodzacych w sktad rozprawy prac nie jest autorem korespondencyjnym”. Recenzent
zdaje sobie sprawe, ze okreslenie tego, kto jest ,autorem wiodacym”, nie jest proste. Dla
wielu dyscyplin bedzie to pierwszy autor, dla innych ostatni lub korespondencyjny. W moim
mniemaniu rola autora korespondencyjnego jest niezmiernie istotna, gdyz jest on glosem
grupy badaczy. Osoba ta jest odpowiedzialna za wszelkg korespondencje lub komunikacje
migdzy grupg autoréw a czasopismem. Korespondent jest jedyna osoba, z ktorg publikacja ma
bezposredni kontakt. Dlatego tez pelnienie takiej roli na pewno wzbogaciloby doktoranta o
nowe doswiadczenia w samodzielnej pracy naukowej i zwiekszylo jego osobisty udzial w
powstawaniu publikacji.

Rozdzial ,,Wstep” napisany jest w sposdb zwiezty, uporzadkowany i zrozumiaty dla
czytajgcego. Mgr Bartosz Skalski przedstawia zwigzta charakterystyke rokitnika zwyczajnego

oraz znaczenie jego ekstraktow dla procesu hemostazy i stresu oksydacyjnego. Omawiany



rozdzial rozprawy zostat potraktowany w spos6b wskazujacy na duza wiedze i rozeznanie
doktoranta w tematyce. Zawiera wszystkie najwazniejsze informacje z badanej dziedziny.

Cel pracy jest bardzo jasno zdefiniowany. Zadaniem badawczym podjetym przez
doktoranta bylo okreslenie wplywu preparatow (ekstraktéw oraz frakcji) wyizolowanych z
roznych organdw rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) na wybrane
parametry oceny stresu oksydacyjnego oraz hemostazy w modelu in vitro.

Koncepcja ta jest stuszna, gdyz badania wskazuja, ze preparaty powstale na bazie
substancji pozyskiwanych z roélin wptywajg istotnie na uktad krazenia i stres oksydacyjny.

W przypadku stresu oksydacyjnego w pracy oznaczono stezenia produktow
peroksydacji lipidéw z kwasem tiobarbiturowym, oznaczenie stezenia grup karbonylowych
oraz tiolowych w biatkach oraz zastosowano metodg opierajacg sie na redukcji cytochromu c.
W przypadku hemostazy przeprowadzono pomiar czaséw krzepniecia, pomiar adhezji oraz
agregacji plytek krwi, pomiar peroksydacji lipidow w plytkach krwi, pomiar ekspresji
selektyny p, receptora GPIIb/ITla na powierzchni ptytek krwi oraz pomiar fosforylacji VASP.

Prace stanowigce niniejszg rozprawe sa tematycznie spdjne i szczegdtowo opracowane.
Metodyka i wyniki zawarte w tych publikacjach zostaly juz ocenione przez recenzentow
czasopism, w ktérych ukazaty si¢ i merytorycznie nie budza zadnych zastrzezef. Autor
rozprawy obszernie opisal tematyke, cel pracy, materialy i metody, wyniki i wnioski
wynikajgce z przedtozonych prac oryginalnych zawartych w cyklu publikacii.

W sktad cyklu, stanowigcego osiagnigcie naukowe mgr Bartosza Skalskiego,

wchodza nast¢pujgce prace:

1. Biological properties of Elaegnus rhamnoides (L.) A. Nelson twig and leaf
extracts. B. Skalski, B. Kontek, B. Lis, B. Olas, L. Grabarczyk, A. Stochmal, J.
Zuchowski. BMC. Complementary and Alternartive Medicine, 2019, 19(148), 1-
12.

2. Phenolic fraction and nonpolar fraction from sea buckthorn leaves and twigs:
chemical profile and biological activity. B. Skalski, B. Kontek, B. B. Olas, J.
Zuchowski E, A. Stochmal. Future Medicinal Chemistry. 2018, 10(20), 2381-
2394,

3. Isorhamnetin and its new derivatives isolated from sea buckthorn berries prevent
H>0»/Fe — induced oxidative stress and changes in hemostasis. B. Skalski, B. Lis,
L Pecio, B. Kontek, B. Olas, J, Zuchowski, A. Stochmal, Food and Chemical
Toxicology, 2019, 125, 614-620.



4. Anti-platelet properties of phenolic extracts from the leaves and twigs of
Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson. B. Skalski, B. Kontek, A. Rolnik, B. Olas,
A. Stochmal, J. Zuchowski. Molecules, 2019, 24(3620), 1-17.

5. Response of blood platelets to phenolic fraction and non-polar fraction from the
leaves and twigs of Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson in vitro. B. Skalski, A.
Stochmal, J. Zuchowski, £.. Grabarczyk, B. Olas. Biomedicine &Pharmacotherapy.
2019, 124(109897), 1-11

6. Anti-platelet properties of phenolic and nonpolar fractions isolated from various
organs of Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson in whole blood. B Skalski, J.
Rywaniak, A. Szustka, J. Zuchowski, A. Stochmal, B. Olas, International Journal
of Molecular Sciences, 2021, 22(3282) 1-13.

W pierwszej pracy mgr Bartosz Skalski i wspélautorzy przebadali ekstrakty z ligci
oraz galazek rokitnika zwyczajnego w picciu stezeniach od 0,5-50 pg/ml. W celu poréwnania
dziatania preparatdw z rokitnika zwyczajnego badacze zastosowali analize pordwnawczg
wplywu komercyjnego ekstraktu z owocéw aronii — Aronox® oraz ekstraktu z pestek
winogron na poziom stresu oksydacyjnego w osoczu. W celu oceny wplywu preparatow z
badanej rosliny na hemostazg¢ osoczowa dokonano pomiaru czaséw krzepniecia krwi:
trombinowego, protrombinowego i kaolinowo-kefalinowego. Badane preparaty nie zmieniaty
istotnie tych dwoéch pierwszych. W swojej pierwszej pracy z cyklu doktorant wykazat, ze
ekstrakty z r6znych czgsci rokitnika, zwlaszcza z jagdd i gatazek, w pordwnaniu ze Znanymi
jagodami rodlin jak aronia i winogrono, moga by¢ réwniez postrzegane jako dobre zrédto
substancji aktywnych - przeciwutleniaczy do zastosowan w farmakologii lub kosmetyce.
Ponadto z ekonomicznego punktu widzenia bardzo wazna jest wiedza, ze istnieje mozliwo$é
pozyskiwania zwigzkéw fenolowych nie tylko z jagdd czy lisci, ale takze z gatazek, ktore
stanowig odpad produkcyjny.

W pracy nr 2 doktorant i wspotautorzy poddali analizie frakcje fenolowa oraz
zawierajacg zwigzki niepolarne z lisci oraz galgzek rokitnika zwyczajnego. W badaniach
frakcja fenolowa wyizolowana z gatgzek rokitnika istotnie zmniejszata peroksydacije lipidow
w osoczu stymulowang H>O/Fe. Niepolarna frakcja z gatazek w najwyzszym stezeniu 50
ng/ml hamowata peroksydacje lipidow osocza. Frakcja bogata w zwiazki niepolarne
wyizolowana z lisci hamowata proces peroksydacji lipidéw dla wszystkich badanych stezen.

W trzeciej pracy mgr Bartosz Skalski i wspétautorzy wykazali, ze flawonoidy jak

izoramnetyna oraz jej dwie pochodne moga dziata¢ jako zmiatacze wolnych rodnikéw.
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Zastosowane pochodne izoramnetyny maja rézne whasciwosci biologiczne (m.in.
przeciwutleniajgce, przeciwptytkowe i przeciwzakrzepowe). Testowane substancje mozna
postrzega¢ jako nowe naturalne korzystne zwigzki do stosowania w profilaktyce i leczeniu
chordb uktadu krazenia.

Nastepstwem badani nad aktywnoscig antyoksydacyjng badanych preparatéw w osoczu
byly analizy ich dziatania przeciwutleniajacego w plytkach krwi. Wyniki tych analiz mgr
Bartosz Skalski zawarl odpowiednio w pracach nr 4 i nr 5. Badania wykazaly, ze badany
ekstrakt z galazek rokitnika oraz frakcja fenolowa i frakcja bogata w zwiazki niepolarne z
lisei 1 gatgzek rokitnika sg zrodlem zwiazkow, ktore moga modulowaé aktywnosé plytek krwi
poprzez zaklocenie metabolizmu kwasu arachidonowego. Zaden z badanych preparatéw z
rokitnika zwyczajnego nie byt toksyczny w stosunku do plytek krwi.

W szostej pracy doktorant i wspétautorzy okreslili wplyw szesciu réznych frakeji z
rokitnika zwyczajnego na pomiar aktywacji plytek krwi i ich reaktywnodci. Badacze
stwierdzili, ze frakcja fenolowa z owocow, lisci i gatazek rokitnika zwyczajnego istotnie
spowalnia proces powstawania skrzepliny. Aktywno$¢ przeciwplytkowa wykazata frakcja
bogata w glikozydy flawonolowe. Zahamowanie agregacji ptytek krwi moze by¢ skorelowane
z niska ekspresja receptora GPIIb/IITa. Ponadto zadna z badanych frakcji nie powodowata
zadnych zmian w proteomie ptytkowym, a ich potencjat przeciwptytkowy nie byt zalezny od
receptora P2Y12. '

W przedtozonych do oceny pracach mgr Bartosz Skalski prezentuje swoje wyniki w
sposob konsekwentny i zrozumiaty. Zaprezentowane sg wszystkie najwazniejsze zagadnienia
zwigzane z przedstawionymi badaniami poparte odpowiednimi odniesieniami do aktualnego
piSmiennictwa.

Zaréwno wykorzystany materiat (osocze ubogo- oraz bogato ptytkowe, ptytki krwi,
oraz krew petna ludzka), a takze uzyte do przeprowadzenia eksperymentéw metody badawcze
(metody kolorymetryczne, metoda turbidymetryczna, koagulometryczna oraz cytometrii
przeptywowej), Swiadcza o duzym doswiadczeniu mgr Bartosza Skalskiego w planowaniu i
realizowaniu takich prac naukowych. Niewatpliwie poparciem tej opinii jest fakt realizowania

przez mgr Bartosza Skalskiego grantow naukowych, wlasnie w tej tematyce:

1. Grant NCN pt: ,,Metabolity wtérne owocow, lisci oraz gatazek rokitnika zwyczajnego
(Hippophae rhamnoides L.) jako naturalne substancje bioaktywne” (OPUS
2015/19/B/NZ9/03164)



2. Dotacja celowa dla Mlodych Naukowcow pt: ,,Wplyw ekstraktow oraz frakeji z
roznych organéw rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson na

aktywacje ptytek krwi” (B 1911000002111.02).

Na podstawie wynikéw uzyskanych w cyklu szesciu przedlozonych do oceny prac
doktorant ~ sformutowat  siedem  gldwnych  konkluzji, bedacych  bezposrednim

odzwierciedleniem uzyskanych rezultatow.

1. Preparaty wyizolowane z réznych organéw rokitnika zwyczajnego wykazujg
hamujacy wplyw na proces aktywacji ptytek krwi.

2. Izoramnetyna zakupiona komercyjnie oraz jej dwie pochodne wyizolowane z frakceji
fenolowej z jagod rokitnika zwyczajnego charakteryzuja sie aktywnoscia
antyptytkowa.

3. Zahamowanie aktywacji plytek krwi przez testowane preparaty wigze sie z
zaburzeniami przemian biochemicznych zachodzacych w ptytkach krwi.

4. Badane preparaty z rokitnika zwyczajnego nie sa toksyczne w stosunku do plytek krwi

5. Rokitnik zwyczajny jest zrédlem zwiazkéw o aktywnosei antyoksydacyjnej w osoczu
oraz ptytkach krwi.

6. Wiasciwosci antyptytkowe i antyoksydacyjne preparatéw wyizolowanych z réznych
organow rokitnika zwyczajnego sg skorelowane z ich sktadem chemicznym.

7. Najwigksze dzialanie antyptytkowe i antyoksydacyjne wykazuje frakcja fenolowa
wyizolowana z galazek rokitnika zwyczajnego. Frakcja ta jest bogatym zrodiem

proantocyjanidyn i katechin.

Zdaniem recenzenta powyzsze punkty stanowia podsumowanie wynikéw uzyskanych w
opublikowanych pracach. Wnioski z rozprawy doktorskiej powinny byé bardziej syntetycznie
ujete (w trzech do czterech punktach).

Rozprawa doktorska zawiera pismiennictwo obejmujace 28 pozycji literaturowych
(zardbwno w jezyku polskim jak i angielskim) wymienione wedtug kolejnosci alfabetyczne;j.
Literatura naukowa cytowana w niniejszym opracowaniu jest odpowiednio dobrana i
wilasciwie wykorzystana w tekscie rozprawy. Okoto 40% pismiennictwa stanowig pozycje z
ostatnich pigciu lat. Dodatkowo pi$miennictwo zawarte jest w kazdej z opublikowanych prac.

Jako recenzent musz¢ wspomnie¢ o drobnych uchybieniach zauwazonych podczas lektury
rozprawy. Bledy literowe i interpunkcyjne; na stronie 7 rozprawy w tytule pracy nr 5 wkradta
si¢ drobna literdwka ,.faction” powinno by¢ ,.fraction”; strona 7 rozprawy w tytule pracy nr 6

7



wkradt si¢ blad - dwukrotnie powtérzone stowo ,,from”; na stronie 17, wiersz 6smy od gory,
jest ,,ptywu” powinno by¢ ,wplywu”; na stronie 18 rozprawy, ostatni wers od dotu,
niepotrzebnie postawiona kropka po stowie ,,plytkowych”. Uwagi te oczywiScie nie
zmniejszajg warto$ci merytorycznej recenzowanej rozprawy.

Nalezy podkresli¢, ze cykl szesciu prac opublikowanych w renomowanych czasopismach
naukowych, dokumentuje oryginalne i nowatorskie podejscie do problematyki wpltywu
preparatow (ekstraktéow oraz frakcji) wyizolowanych z réznych organéw rokitnika
zwyczajnego (Elacagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) na wybrane parametry oceny stresu

oksydacyjnego oraz hemostazy w modelu in vitro.

Wszystkie prace poparte sg rzetelnie przeprowadzonymi eksperymentami i swiadczg o
duzym doswiadczeniu mgr Bartosza Skalskiego w poruszanym temacie. Jednoczesnie,
uzyskane rezultaty moga w przyszlosci przetozyé sie na wykorzystanie zwigzkow
biologicznie czynnych z rokitnika zwyczajnego jako suplementow czy nowych lekdéw w

terapii choréb uktadu sercowo-naczyniowego.

Bardzo istotnym elementem catoksztattu dziatalnosci naukowej mgr Bartosza
Skalskiego, na ktéry zwrécitam uwage podczas lektury przedtozonej mi do recenzji rozprawy,
sq starania w pozyskiwaniu zewnetrznych funduszy na prowadzenie badan jak grant NCN pt:
»Metabolity wtérne owocdw, lisci oraz galgzek rokitnika zwyczajnego (Hippophae
rhamnoides L.) jako naturalne substancje bioaktywne (OPUS 2015/ 19/B/NZ9/03164) oraz
dotacja celowa dla Mtodych Naukowcédw pt: Wplyw ekstraktow oraz frakcji z roéznych
organdw rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson na aktywacje plytek
krwi (B 1911000002111.02).

W ramach dziatalnosci naukowej mgr Bartosz Skalski wielokrotnie uczestniczyt w
krajowych oraz migdzynarodowych zjazdach i sympozjach, prezentujac wyniki swoich badan.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze Pan mgr Bartosz Skalski w ramach tworzenia pracy
doktorskiej wspotpracowat z Instytutem Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach,
Panstwowym Instytutem Badawczym.

Przedstawiona mi do recenzji praca pt: ,,Standaryzowane preparaty z réznych organdw
rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) jako modulatory stresu
oksydacyjnego i hemostazy” wymagata duzej pracowitosci i zostala dobrze przygotowana i
wykonana co umozliwito uzyskanie cennych wynikéw. Przedstawione w niniejszej recenzji
uwagi 1 zapytania w zadnym stopniu nie umniejszaja warto$ci naukowej przedstawionej pracy

lecz stanowia element dyskusji z doktorantem.



Lektura rozprawy doktorskiej Pana magistra Bartosza Skalskiego pozwala stwierdzié,
ze jest on do$wiadczonym eksperymentatorem zdolnym do samodzielnego prowadzenia
badan naukowych. Zawarty w rozprawie cykl publikacji jest spéjny tematycznie i przyczynia
si¢ do lepszego poznania podjetej tematyki badawczej. Praca ma duzg warto$é poznawcza i
stanowi podstawe do kontynuowania badai naukowych w tej dziedzinie.

Sylwetka doktoranta rysuje sie jako dynamicznie rozwijajaca si¢ osoba o duzym
potencjale intelektualnym i duzych mozliwosciach rozwoju w przysztosci.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska
mgr Bartosza Skalskiego spelnia wszystkie kryteria zgodnie z wymogami Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pozn. zm.). Wnosze zatem o jej przyjecie i

o dopuszczenie Pana mgr Bartosza Skalskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. n. med. Beata Smolarz, prof. Instytutu



