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mgr farm. Natalia Marcinczyk

pt. ,, Wplyw ekstraktu z klacza Potentilla erecta
na proces zakrzepowy i uklad hemostazy w modelu zwierzecym”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana pod kierunkiem Pana dr hab. n. farm. Michata
Tomezyka (promotor pomocniczy: dr n. farm. Anna Gromotowicz-Poptawska) w Zakladzie
Biofarmacji i Zakladzie Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku dotyczy oceny
wplywu ekstraktu z ktgcza pigciornika kurze ziele (Potentilla erecta) — PER, na uklad hemostazy i
proces zakrzepowy. Przestanke do prowadzonych badan stanowily wczesniejsze doniesienia
potwierdzajgce wlasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne ekstraktu — istotne w aspekcie
dziatania przeciwzakrzepowego z uwagi na udzial mediatoréw stanu zapalnego (IL-6, TNFa), czy
metabolitow kwasu arachidonowego. Byla nig takze wieloletnia tradycja miejscowego stosowania
preparatow zawierajacych w swoim skiadzie plynny wyciag z klgcza pieciornika m in. w celu
zlagodzenia zmian ropnych i stanéw zapalnych skéry, a wykorzystujace dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne i Sciggajgce.

Poszukiwanie nowych substancji dla zastosowania w profilaktyce i1 leczeniu powiktan
zatorowo-zakrzepowych stanowi istotny problem kliniczny. Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
(ZChZZ), pod postacig zakrzepicy zyt gtebokich konczyn dolnych i jej najgrozniejszego powiklania —
zatorowos$ci phucnej, jest jedng z najczestszych przyczyn zgondéw z powoddw sercowo-naczyniowych,
ktérej mozna tez zapobiec poprzez przestrzeganie zalecen profilaktyki. Wybodr tematyki pracy
uwazam za wazny 1 celowy zar6wno w punktu widzenia badawczego jak i praktyki kliniczne;.
Potwierdza go takze brak doniesien ukazujgcych kompleksowe dziatanie wyciagu na poszczegdlne
elementy uktadu hemostazy.

Dokonujgc oceny formalnej rozprawy nalezy stwierdzi¢, ze liczaca 111 strony dysertacja posiada
uktad typowy, na ktéry sktadaja si¢ kolejno: Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Pismiennictwo, Spis rycin

1 tabel. Wilasciwa czgs$¢ pracy poprzedza strona tytutowa, dorobek naukowy Doktorantki, szczegdtowy
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spis tresci oraz wykaz skrotow zestawiony w porzadku alfabetycznym. Catos$¢ pracy uzupelnia 8 tabel
i 30 rycin.

We wstepie do rozprawy Doktorantka opisata procesy hemostazy, przypomniata powszechnie znany
kaskadowy model krzepnigcia krwi z dwoma szlakami: zewnatrzpochodnym 1 wewnatrzpochodnym,
jak i obecnie funkcjonujgcy komoérkowy model krzepnigeia. W kontekscie zapewnienia rownowagi
hemostatycznej, kolejny podrozdziat poswigcita roli §roédbtonka naczyniowego z kluczowym udzialem
tlenku azotu (NO), prostacykliny (PGI2) i1 ektoenzyméw, czy tez tkankowego aktywatora
plazminogenu (tPA) — w aspekcie regulacji fibrynolizy. Dalej zwrécita uwage na role hiperglikemii i
przewlektego stanu zapalnego w przebiegu cukrzycy 2, a zwlaszcza typu 1 — jako czynnikow
zwiekszajacych ryzyko wystapienia powiklan zakrzepowo-zatorowych. Uzasadniajac dobdér modelu
badawczego (model zwierzecy cukrzycy typu 1 indukowanej streptozotocyng) Doktorantka
szczegOlowo opisata wplyw hiperglikemii na zachwianie rownowagi oksydo-redukcyjnej i stres
oksydacyjny — przyczyniajace sie do uposledzenia funkcjonowania uktadu hemostazy, a takze funkcje
uktadu krzepniecia i fibrynolizy w przebiegu cukrzycy typu 1. Zwrécila uwage na pewne cechy
modelu, ktére moga odpowiada¢ za zniesienie spodziewanego dzialania przeciwzakrzepowego
ekstraktu, jak nasilenie generacji fibryny, czy zwiekszona aktywno$¢ plytek krwi. W ostatnich
podrozdziatach Doktorantka skupita si¢ na podsumowaniu dotychczasowej wiedzy o aktywnosci
biologicznej ekstraktu z pieciornika kurze ziele uwarunkowanej obecnoscia duzej ilosci zwiazkow
polifenolowych, garbnikéw pochodnych kwasu elagowego, proantocyjanidyn oraz triterpenow.
Opisata szeroko wyniki dotychczasowych badan irn vitro i in vivo oceniajagcych wplyw elagotanin i
procyjanidyn na uktad hemostazy, w tym ich dzialanie przeciwzakrzepowe — badane w zwierzgcym
modelu zakrzepicy zylnej i tetniczej.

Po lekturze liczacego 22 strony Wstepu do rozprawy nalezy podkresli¢, ze Doktorantka dobrze
orientuje sie w szerokim zakresie podjetych zagadnien i zna najnowsze piSmiennictwo, 0 czym
$wiadezy odniesienie sie do 162 prac innych badaczy. Mozna w nim tez znalez¢é wstepne przestanki
do podjecia sie catodciowe]j oceny dzialania ekstraktu w ukladzie hemostazy u zwierzat zdrowych i z
wyindukowang cukrzycg, jakkolwiek szczegétowe uzasadnienie odnajdziemy w pierwszych akapitach
Dyskusji. W tej czesci rozprawy Doktorantka odniosta si¢ do wezesniejszych badan wiasnych, ktore
wprawdzie wykazaly, ze ekstrakt z klacza pigciornika kurze ziele zmniejsza tetniczy proces
zakrzepowy i zakrzepicg u zdrowych szczuréw i myszy — w mechanizmie zaleznym od hamowania
aktywnosci ptytek krwi, ale tez nieznacznie nasila aktywacj¢ osoczowego uktadu krzepnigcia. W tym
miejscu Doktorantka przedstawita szczegétowe cele badawcze, ktére dotyczyty odpowiedzi na pytania
o dzialanie przeciwzakrzepowe skladnikéw ekstraktu w warunkach nasilonej aktywnosci ukladu
krzepniecia (model cukrzycy stroptozotocynowej), jak i o mechanizmy aktywacji uktadu krzepnigcia,

oraz fibrynolizy.



Do realizacji tak postawionych celéw Doktorantka zaplanowata szeroki panel metod shuzacych
kompleksowemu przebadaniu — w kontekscie aktywnosci biologicznej ekstraktu z klgcza Potentilla
erecta — poszcezegdlnych elementow ukladu hemostazy: wplywu PER na plytki krwi, uklad
krzepniecia, fibrynolizy i §rodbtonek. Metodyke badan przedstawiono szczegétowo na 15 stronach
dysertacji. Cennym uzupelnieniem tej cz¢sci pracy jest podrozdziat 14 (Podsumowanie metod) wraz z
Tabelg 2. Zebranie informacje dotyczacych badanej skiadowej uktadu hemostazy, zastosowanej
metody, ocenianych parametrow a wreszcie wybranego modelu zwierzgcego, pozwala zorientowac si¢
w przebiegu bardzo szeroko zaplanowanych eksperymentow.
W szczegbtowym ujeciu, po otrzymaniu ekstraktu 1 jego jakosciowej analizie z wykorzystaniem
rutynowo stosowane]j spektrometrii mas sprz¢zonej z wysokosprawng chromatografig cieczows (LC-
MS), Doktorantka zaplanowata szereg doswiadczen z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli
zwierzecych (normoglikemia, hiperglikemia, mysz rasy CS57BL6, szczur rasy Wistar). Cele
szczegbtowe dotyczyly oceny procesu zakrzepowego (zakrzepica tetnicza i1 Zzylna), hemostazy
pierwotnej (czas krwawienia), wybranych parametréw hemodynamicznych (ci$nienie skurczowe i
rozkurczowe), sekrecji plytkowej, aktywacji ptytek krwi, generacji tromboksanu, aktywnosci pro-
koagulacyjnej plytek krwi, aktywnosci uktadu krzepniecia, funkcji naczyn, aktywnosci uktadu
fibrynolizy, czy parametréw stanu zapalnego i morfologii krwi.
W badaniach z zakresu farmakologii eksperymentalnej czesto wykorzystuje sie¢ modele zwierzece
stuzace ocenie skutecznosci terapeutycznej substancji. Stanowig one uzyteczne narzedzie w
poszukiwaniu nowych szlakéw sygnatlowych i wyjasnianiu mechanizméw lezacych u podstaw
rozwoju chorob. Modele zwierzece niejednokrotnie oparte na procedurach inwazyjnych pozwalaja na
prowadzenie badan w sposob, ktéry bylby niemozliwy u ludzi. Oczekuje si¢ jednak aby przyczyna i
fenotyp schorzenia byly odwzorowaniem przebiegu procesu chorobowego u ludzi, a takze
powtarzalnosci uzyskiwanych wynikéw, czy dobrego profilu bezpieczenstwa (brak toksycznosci,
pogorszenia przezywalnosci). Doktorantka w swojej dysertacji wykorzystala dos¢ czgsto stosowany
eksperymentalny model cukrzycy, tzw. streptozotocynowej, indukowanej przez podanie
streptozotocyny — antybiotyku bgdacego inhibitorem replikacji DNA w réznych komoérkach, w tym w
komorkach B trzustki. W zaleznosci od gatunku zwierzecia, dawki, czy czasu i drogi podania zwigzku
mozna uzyskaé postaé ciezkiej cukrzycy (poziom glukozy we krwi przekraczajacy 200300 mg/dl) —
w tym przypadku STZ podaje si¢ w dawce 50-65 mg/kg mc. dozylnie dorostym szczurom. Dla
wywotania tagodnej cukrzycy streptozotycynowej (glikemia ponizej 200-300 mg/dl) zwierzeta po
urodzeniu otrzymujg iniekcje podskorng zwigzku w dawce 100 mg/kg m.c., co pozwala na poZniejsze
uzyskanie poziomow glukozy we krwi 120-200 mg/dl, dzigki znacznej zdolnosci regeneracyjnej
komorek B trzustki w okresie noworodkowym. Podobne zréznicowanie tego modelu obserwuje si¢ w
przypadku drugiego gatunku: myszy. Doktorantka wybrata pierwsze z podanych wyzej rozwigzan,
kwalifikujac do badania zwierzeta z hiperglikemia powyzej 300 mg/dl (szczur) oraz powyzej 150
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mg/dl (mysz), z okresem indukcji trwajacym odpowiednio pigé i cztery tygodnie. Opisywana
toksycznosé ostra streptozotocyny podawanej w dawce 50—65 mg/kg me. — o nie do konca poznanym
mechanizmie — jest skorelowana z wiekiem zwierzecia 1 moze powodowaé $miertelnos¢ u ponad 90%
osobnikéw — otrzymujacych iniekcje STZ w 18 tygodniu zycia. Wykorzystanie do badania zwierzat
miodych, np. 6-11 tygodniowych szczuréw pozwala na znaczng redukcje $miertelnosci. Podanie
informacji na temat przezywalnosci zwierzat jak i odsetka zaindukowanych osobnikéw — bytoby
pewnym uzupelnieniem opisu metodyki w aspekcie odtwarzalnosci modelu. Podobnie, jak
wyjasnienie dlaczego myszom normoglikemicznym podawano badany ekstrakt tyko przez dwa —
zamiast 14 dni. A tylko z obowigzku recenzenta — prosilabym o wskazanie, czy wszystkie z grup
badanych zwierzat (normo-, hiperglikemiczne, otrzymujace wyciaggi PER lub placebo) dotyczyt ten
sam czas obserwacji.

Doktorantka potwierdzita przydatnos¢ wybranego modelu zwierzecego w realizacji celéw
badawczych; uzyskujagc m in. zwigkszenie aktywnosci prokoagulacyjnej plytek krwi, nasilenie
zewnatrzpochodnego uktadu krzepnigcia, zaburzenie fibrynolizy ([t-PA, TPAI-1), rozwdj stanu
zapalnego (TTNF-alfa) czy uposledzenie funkcji naczyn.

Wydaje sig, ze w czgsci opisujgce] metody statystyczne pominigto informacje o zastosowanym tescie
dla poréwnan poszczegoélnych parametrow (zmiennych) w przypadku wigce] niz dwie grupy, a z
takim uktadem badawczym mamy gltéwnie do czynienia w rozprawie. Z kolei do poréwnan masy ciata
1 stezenia glukozy we krwi myszy lub szczuréw normo- i hiperglikemicznych, na poczatku i po
uplywie 14-dniowego okresu podawania PER (Tabela 5 i 6), Doktorantka prawdopodobnie
zastosowata jeden z testdéw dedykowanych poréwnaniom préb powigzanych, co wydaje sig, ze
pominigto w opisie przeprowadzonych analiz statystycznych. Trzeba przy tym zaznaczy¢, ze dla
przedstawienia wynikow pracy Doktorantka wiasciwie dobrala statystyki opisowe; wielu badaczy
wyniki analiz testami nieparametrycznymi — opisuje $rednig wraz z odchyleniem standardowym.

Do realizacji postawionych celéw Pani mgr Marcinczyk opanowala szereg technik badawczych;
nalezy w tym miejscu w pelni podkresli¢ 1 docenié ogromny wysitek Doktorantki przy prowadzeniu
tak szeroko zaplanowanych badan. Metody i techniki operacyjne zostaly opisane w sposéb
umozliwiajgcy ich powtdrzenie. Z uwagi na schematy oparte na wielokrotnym podawaniu ekstraktow,
oraz liczbe ocenianych parametrow w badaniach in vivo i ex vivo, realizowane eksperymenty byly
czasochtonne. Wymagaly one ponadto nabycia umiejetnosci postugiwania sie technikami
inwazyjnymi, jak 1 stosowania szeregu procedur analitycznych, przy wykorzystaniu
wysokospecjalistycznej aparatury. Niezwykle wysoko oceniam range i interdyscyplinarnos$é pracy
naukowej podjetej przez Doktorantke w ramach wspotpracy dwoch zespolow badawczych — Zaktadu
Biofarmacji, kierowanego przez Panig Prof. dr hab. Ewe Chabielskg oraz Zaktadu Farmakognozji,

kierowanego przez Pana dr hab. Michata Tomczyka.



Wyniki badan zostaly przedstawione doktadnie i przejrzyscie, w formie opisowej 1 graficznej
na blisko trzydziestu rycinach i zdjeciach z mikroskopu konfokalnego. Pomocnym dla czytajacego jest
podsumowanie wynikow zebrane w Tabeli 8 oraz na Rycinie 30, zbierajacej kompleksowe dziatanie
PER w uktadzie hemostazy.

Doktorantce udalo sie potwierdzi¢ w otrzymanym ekstrakcie PER obecnos$¢ elagotanin:
pedunkulaginy, agrimoniny i lewigatyny, oligomerycznych procyjanidyn, jak réwniez procyjanidyny
B3 i procyjanidyny C2. Nie przeprowadzono dalszej, ilosciowej analizy sktadu PER oraz nie
okreslono proporcji zidentyfikowanych w PER skladnikéw, co moze stanowi¢ punkt wyjscia do
dalszych badan.

7 przeprowadzonych badan wynika, ze ekstrakt z klacza pieciornika kurze ziele wplywa
wielotorowo na uktad hemostazy, zwlaszcza w warunkach indukowanej hiperglikemii. U zwierzat
normoglikemicznych ekstrakt hamowatl proces zakrzepowy poprzez ostabienie aktywacji ptytek krwi
w mechanizmie zaleznym od hamowania przemian kwasu arachidonowego oraz nasilat aktywnosé
uktadu krzepniecia ingerujac w szlak kinin. W warunkach hiperglikemii, badany ekstrakt podawany
przewlekle w ilosciach 100, 200 lub 400 mg/kg m.c. hamowal aktywnos¢ plytek krwi oraz poprawiat
funkcje naczynia krwionosnego, ale jednoczesnie nasilal aktywno$é¢ ukladu krzepnigcia — w
mechanizmie wewngtrzpochodnego szlaku krzepnigcia oraz hamowat fibrynolize.

Istotng cze$¢ ocenianej dysertacji stanowi bardzo dobre omoéwienie wynikéw. Doktorantka

dokonata go rzeczowo z zachowaniem podzialu na poszczegdlne etapy badan, co stuzy lepszemu
podsumowaniu rezultatéw licznych eksperymentow. Lektura Dyskusji pozwala doceni¢ umiejetnosé
logicznej oceny, krytycznej interpretacji i proby wyjasnienia mechanizméw obserwowanych zjawisk
w ciggu przyczyno-skutkowym. Te konfrontacje otrzymanych wynikéw z wynikami wezesniejszych
badan wiasnych i innych badaczy podsumowujg trzy ogoélne wnioski — adekwatnie do postawionych
celow badawczych.
Wartod¢ recenzowanej pracy wspiera ponadto fakt opublikowania uzyskanych wynikéw w
recenzowanych czasopismach anglojezycznych o lgcznej wartosci wspolczynnika oddziatywania
Impact Factor = 5,881; w obydwu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Powyzsze
publikacje znalazly sie tez wsrod literatury cytowanej w dysertacji, obok trzech innych prac autorstwa
promotora lub promotora pomocniczego niniejszej pracy — Pana dr hab. n. farm. Michata Tomczyka i
Pani dr n. farm. Anny Gromotowicz-Poptawskiej. Wyniki badan bedacych przedmiotem rozprawy
byly tez prezentowane podczas zjazdow w kraju i zagranica.

Bibliografia obejmuje 191 pozycji literaturowych. Sg one wilasciwie dobrane i umiejetnie
cytowane w rozprawie. W znakomitej wigkszo$ci sa to anglojezyczne prace naukowe, a co trzecia z
nich pochodzi z ostatnich 5 lat.

Na wyrdznienie zastuguja takze uktad ocenianej pracy, jej forma jezykowa i graficzna.



Podsumowujac, rozprawa stanowi podjecie istotnego z punktu praktyki klinicznej problemu
naukowego, kompetentnie i rzetelnie analizowanego w kolejnych etapach badawczych. Otrzymane
wyniki opisujg po raz pierwszy wplyw PER na uklad hemostazy, stad recenzowana praca stanowi
oryginalne osiagniecie Autorki. Dalsze badania pozwalajace powigzac¢ ilosciowy sktad ekstraktu z
obserwowanym wplywem na hemostaz¢ daja nadziej¢ na ujawnienie potencjalu terapeutycznego
ekstraktu, co w przysztosci zaowocowaloby prébami klinicznymi. Oceniana dysertacja $wiadczy o
dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia pracy naukowej. Udowadnia, ze Doktorantka
wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego analizowania tekstéw naukowych, planowania i
przeprowadzania eksperymentow oraz krytycznej interpretacji otrzymanych wynikéw.

Nalezy takze podkresli¢ fakt pozyskania przez Panig mgr Marcinczyk na rzecz prowadzonych badan
eksperymentalnych grantu NCN w ramach konkursu PRELUDIUM 14 (Opiekun projektu: Prof. dr
hab. Ewa Chabielska)

W S$wietle wyzej przedstawionej wysokiej oceny, na ktérg nie wplynety drobne uwagi,
stwierdzam, ze praca autorstwa Pani mgr farm. Natalia Marcinczyk pt. ,,Wplyw ekstraktu z kiacza
Potentilla erecta na proces zakrzepowy i ukitad hemostazy w modelu zwierzgcym”, w pelni
odpowiada warunkom formalnym i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim.

Wnosze tym samym do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr Natalia Marcinczyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorge pod uwage wysoki poziom naukowy, wage 1 obszernos¢ tematu

zrealizowanego w ocenianej pracy, wnioskuje o rozwazenie mozliwosci wyréznienia dysertacji.
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