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Rosliny lecznicze stosowane w tradycyjnej medycynie ludowej sg cennym
materiatem badawczym do prowadzenia poszukiwan nowych lekéw. Laureatka
Nagrody Nobla w 2015 roku w dziedzinie medycyny i fizjologii Tu Youyou, badajac
rosliny stosowane w tradycyjnej medycynie chiriskiej wyizolowata z ziela bylicy rocznej
lakton seskwiterpenowy - artemizynine, ktéra jest skutecznym lekiem stosowanym
obecnie przeciwko lekoopornym postaciom malari. Mimo faktu, ze wiele
wykorzystywanych we wspodtczesnej medycynie substanciji leczniczych (tj. digoksyna,
morfina, kolchicyna, winkrystyna) zostato po raz pierwszy wyizolowanych z roslin,
europejska medycyna ludowa z uwagi na rozwdj medycyny opartej na lekach
syntetycznych, w ostatnich dekadach stracita na znaczeniu. Zdarza si¢ rowniez, ze
poszukiwanie aktywnych farmakologicznie substancji w materiale roslinnym
niestusznie bywa uznawane za dziatanie para-naukowe. Tymczasem dynamiczny
rozwéj metod badawczych umozliwia obecnie w petni naukowe i krytyczne podejscie
do roslin leczniczych oparte na najnowszych strategiach analitycznych oraz modelach
oceny aktywnosci biologicznej, co w rezultacie daje szerokie mozliwosci odkrycia
nowych lekow.

W obszarze leku pochodzenia naturalnego mozna dostrzec wiele dysonansow
i paradokséw, ktore znacznie utrudniajg zaréwno prace badawcze nad lekiem
pochodzenia roslinnego jak i fitoterapie opartg na dowodach naukowych. Z jednej
strony lekarze kwestionujacy skutecznosc lekéw pochodzenia roslinnego i tym samym
unikajgcy ich przepisywania, ktérzy, co znamienne, bardzo czesto nieSwiadomie
zalecajg stosowanie lekéw majacych w swoim sktadzie przetwory roslinne badz
izolowane z roélin zwigzki. Znajdujacy sie na drugim biegunie bezkrytyczni entuzjasci
fitoterapii, ktérzy upatrujg w leku roslinnym panaceum, nie zwazajgc na naukowe
podstawy farmakodynamiki, farmakokinetyki i toksykologii. W$réd naukowcow
zajmujacych sie lekiem roslinnym mozna natomiast czesto zaobserwowac brak
krytycznego podejscia do otrzymywanych wynikéw i nieracjonalne przypisywanie
aktywnosci terapeutycznych w oparciu o tak niespecyficzne badania jak wymiatanie
wolnych rodnikéw czy ocena cytotoksycznosci in vitro wobec komaorek nowotworowych
dla zwigzkéw wystepujgcych w zywnosci funkcjonalnej. Ze strony pacjentow
ogromnym problemem jest lawinowo rosnaca populamo$¢ suplementow diety
opartych o przetwory roslinne o niekontrolowanym sktadzie i dowolnie przypisywanych
wlasciwosciach, ktérych zasadniczo nawet nie tyle problemem jest brak aktywnosci,
co czeste zafalszowania oraz istotne ryzyko interakcji z przyjmowanymi przez nich
lekami.

Powyzsze zjawiska tworzg otoczenie w znaczacy sposob utrudniajgce opartg
na Popperowskiej zasadzie falsyfikacji prace naukowa nad poszukiwaniem nowych
aktywnych zwiazkéw czy ich mieszanin, ktére potwierdzityby lub podwazytyby
przypisywang tradycyjnie skuteczno$¢ poszczegdlnych surowcow roslinnych w
konkretnych jednostkach chorobowych oraz staly sie podstawa do opracowania
nowych lekéw. Dlatego, cho¢ znacznie utrudnione, bardzo wazne jest prowadzenie
rzetelnych prac badawczych nad surowcami roslinnymi, ktére uwzgledniaja zaréwno
kontrole jakosci badanego surowca i jego przetwordw oraz operujg modelami
badawczymi pozwalajgcymi na rzetelng weryfikacje postawionych hipotez.
Przestawiona do recenzji dysertacja wpisuje sie¢ w bardzo aktualny nurt badan
uwzgledniajacych zaréwno analize fitochemiczna roslinnych surowcéw leczniczych jak
i ocene ich aktywnosci biologicznych na modelu in vivo w kontekscie konkretnych
zagadnien terapeutycznych.



Przedstawiona rozprawa doktorska zgodnie z przepisami Ustawy z dnia 14
marca 2013 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) zostata ztozona do oceny w formie monografii. O
znaczeniu i jakosci badan przeprowadzonych w ramach rozprawy $wiadczy ich
czesciowe opublikowanie w formie dwdch artykutow oryginalnych w recenzowanych
czasopismach naukowych z listy JCR: Frontiers in Pharmacology oraz Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology. W obu artykutach Doktorantka wystepuje
jako pierwsza Autorka. Wedtug zadeklarowanych udziatow w pierwszym artykule
odpowiedzialna byta za przeprowadzenie eksperymentow, analize danych oraz
napisanie manuskryptu. W ramach drugiego artykutu zaprojektowata badanie,
wykonata eksperymenty, analizowata dane oraz napisata manuskrypt. Swiadczy to o
wiodacej roli Doktorantki w opublikowanych pracach. Wyniki badarn zostaty ponadto
zaprezentowane na pieciu konferencjach krajowych i zagranicznych z dziedziny
kardiologii, farmakologii i leku roslinnego. Na szczegdlng uwage, zastuguje fakt, ze
cze$é¢ badan zostata sfinansowana ze zrédet zewnetrznych w ramach projektu
Preludium 14 ,Wplyw ekstraktu z klgcza Potentilla erecta na hemostaze w cukrzycy
typu 17 (nr projektu: 2017/27/N/NZ7/02335), ktérego mgr Marcinczyk byta
kierowniczka.

Wstep do pracy stanowi przeglad literatury dotyczacy ukfadu hemostazy w
warunkach fizjologicznych oraz specyficznie w przebiegu cukrzycy typu |. Nastepnie
Autorka po krétce omawia badany surowiec- kilacze pigciomnika pod katem
zastosowania i aktywnosci biologicznych. Nastgpne czesci wstepu poswigcone s3
dwém grupom zwigzkéw dominujacych w badanym ekstrakcie- elagotaninom [
procyjanidynom oraz badaniom dotyczacym ich metabolizmu i aktywnosci
biologicznych zorientowanych na ukfad hemostazy. Niestety badania dotyczace
skladu surowca zostaly przez Autorke podsumowane jednym zdaniem i tak istotne
informacje jak konkretne zwiagzki dotychczas wykryte w surowcu oraz zawartosc
poszczegéinych grup zwigzkéw nie zostaty uwzglednione. Zdaje sobie sprawe, ze
zaplanowane badania sg nieco obok wskazan do stosowania badanego surowca iich
kierunek, co stuszne, wynika z charakteru konkretnych zwiazkéw w nim stwierdzonych,
jednak zaréwno monografia farmakopealna jak i monografia EMA powinny zostac
uwzglednione we wstepie.

Pani mgr Marcificzyk majac na uwadze dotychczasowe badania nad profilem
aktywnosci zwigzkéw zawartych w ekstrakcie z kigcza pigciornika kurze ziele postawita
sobie za cel zbadanie dziatania doustnie podawanego ekstraktu w ukfadzie hemostazy
u zwierzat zdrowych i z cukrzyca. Doktorantka wykorzystata do tego celu szeroki panel
metod stuzacych okreéleniu wplywu na poszczegdine elementy uktadu hemostazy:
plytki krwi, uktad krzepniecia, uktad fibrynolizy oraz funkcje $rodbtonka. Biorac pod
uwage informacje odno$nie tradycyjnego zastosowania kigcza pigciornika, dane na
temat aktywnosci biologicznych wystepujacych w jego ktgczu zwiazkow dostepne w
literaturze oraz potrzebe opracowania nowych strategii profilaktycznych zwigzanych z
prewencja wystapienia powiktan zakrzepowo- zatorowych, postawiony cel jest wysoce
uzasadniony. O ile ogélny cel prowadzonych badan jest jasno sformutowany i spojny
z zaplanowanymi eksperymentami, o tyle brakuje mi precyzyjnie postawionych
szczegdtowych hipotez badawczych, ktorych weryfikacja bytaby bezposrednim
odwotaniem do otrzymanych wynikéw i wysnutych wnioskow. Hipotezy te mozna co
prawda czesciowo wydedukowa¢ z oméwienia wynikow, jednak ich postawienie na



poczatku pracy znacznie utatwitoby podazanie za rozumowaniem Autorki i weryfikacje
osiagnietych rezultatow.

W celu osiagniecia postawionego celu badawczego Doktorantka wykorzystata
metody z zakresu fitochemii- przygotowanie ekstraktu, analiza LC-MS; badan
aktywnosci farmakologicznej- przeprowadzone badania in vivo i ex vivo na szczurach
i myszach uwzgledniajace wplyw badanego ekstraktu na: zakrzepice tetnicza
indukowana pradem elektrycznym, zakrzepice zylna, ci$nienie skurczowe i
rozkurczowe, czas krwawienia, zakrzepice indukowang FeCls, zakrzepice indukowang
laserem. W swojej pracy Doktorantka wykorzystywata réwniez techniki biologii
molekularnej i oznaczenia biochemiczne do oceny wptywu wyciagu na sekrecje P-
selektyny, ekspresje czynnika tkankowego, agregacje plytek krwi indukowanej
kolagenem, dynamiczng generacje tromboksanu w krwi pefnej, aktywnosc¢
prokoagulacyjng ptytek krwi, parametry koagulologiczne w osoczu, gesto$¢ sieci
fibryny w skrzepie powstatym z osocza, czas lizy skrzepu euglobulin w osoczu,
stezenie i aktywno$é t-PA, PAI-1, plazminogenu w osoczu, stezenie NOz- i NOs., 6-
keto PGF1a, TNFa, bradykininy, morfologie. W mojej ocenie metody zostaty dobrane
prawidtowo i $wiadczg o opanowaniu przez Doktorantke szeregu nowoczesnych
technik badawczych, szczegdlnie z zakresu badan na zwierzetach i umiejgtnosci ich
doboru i wykorzystania do weryfikacji stawianych hipotez. Ciekawym zabiegiem jest
uwzglednienie w niektdrych oznaczeniach zardwno myszy jak i szczuréw, co pozwala
na weryfikacje wynikéw i pewne uniezaleznienie poczynionych obserwaciji od specyfiki
gatunkowej. Ze strony fitochemicznej pozostaje pewien niedosyt, gdyz ogranicza sie
ona jedynie do podania czaséw retenciji i wartosci m/z jonéw pseudomolekularnych
oraz fragmentacyjnych potgczonych z bardzo krétkim ich oméwieniem. Autorka nie
podata réwniez na jakiej podstawie identyfikowane byly zwigzki. Biorgc pod uwage
zastosowany spektrometr masowy z pomiarem czasu przelotu, zastanawia niska
doktadno$¢ z jaka zostaty podane warto$ci m/z. Mnie jako recenzentowi zdecydowanie
brakuje zataczonego chromatogramu, czy to UV czy MS, ktéry pozwolitby lepiej ocenic¢
profil wystepujacych zwigzkéw oraz oszacowaé proporcje pomiedzy oznaczonymi
zwigzkami. Autorka sama dostrzega jednak te ograniczenia w pracy i ustosunkowuje
sie do nich po przeprowadzonej dyskusji. Zdaje sobie sprawe, ze jest to praca
skupiona gtéwnie na badaniach in vivo, jednak biorgc pod uwage fakt, ze Tormentillae
rhizoma jest surowcem farmakopealnym, celowe bytoby przeprowadzenie jego
podstawowej standaryzacji w oparciu o monografie, mimo, ze surowiec zostat
dostarczony przez rzetelnego producenta. Znacznie utatwitoby to zestawianie wynikow
otrzymanych w przysztosci przez chcacg kontynuowac podjety temat Doktorantke lub
przez inne zespoly badawcze. Do metodologii badan in vivo mam tylko jedno
zastrzezenie dotyczace braku opisu metody uzytej do okreslenia liczebnoéci badanych
grup zwierzat. Range otrzymanych wynikdw znacznie podniostoby uwzglednienie
oznaczenia metabolitow garbnikow produkowanych przez mikrobiote jelitowg w
osoczu lub moczu zwierzat, z czego jednak Doktorantka zdaje sobie sprawe
poruszajac to zagadnienie zarowno we wstepie jak i w dyskusiji.

Wyniki badan in vivo zostaly przedstawione w sposéb klarowny i po krotce
omoéwione. Doktorantka wykazata, ze wyciag zmieniat aktywno$¢ uktadu hemostazy
zaréwno u zdrowych myszy i szczuréw jak i u myszy i szczuréw z indukowang
cukrzyca, przy czym aktywnos¢ wyciagu byta silniej zaznaczona u zwierzat z
wywotang cukrzyca. Jak pokazaty badania fizjologiczne i biochemiczne obserwowane
efekty zalezaty od wielotorowego wptywu ekstraktu z ktagcza pieciornika kurze ziele na



uktad hemostazy i dotyczyty modulowania aktywnosci ptytek krwi, uktadu krzepniecia
i fibrynolizy, $ciany naczynia oraz dynamiki i zakresu formowania zakrzepu in vivo.
Otrzymane wyniki nie pozwolity jednak jednoznacznie potwierdzi¢, ani zaprzeczyc¢
stawianej hipotezie dotyczacej przeciwzakrzepowego dziatania zwigzkow
wystepujacych w badanym surowcu. Mimo swojej niespojnosci- brak jednoznacznych
dowodéw wskazujacych ani na dziatanie przeciwzakrzepowe ani prokoagulacyjne
otrzymane wyniki implikujg jednak, ze podawanie wyciggu wywotuje pewne istotne
zmiany w funkcjonowaniu uktadu krzepniecia u badanych zwierzat. Doktorantka
dostrzega ten potencjat i stwierdza, ze konieczne sg dalsze badania, ktére pomoga
wyjasnié zasadnoé¢ stosowania badanego surowca w pierwotnej i wtérnej profilaktyce
incydentéw zakrzepowo-zatorowych. Niestety nie zostaly przez doktorantke
poruszone aspekty toksykologiczne otrzymanych wynikow. Obserwowane na
niektérych modelach dziatanie prokoagulacyjne moze mie¢ szczegdine znaczenie jako
przeciwwskazanie lub dziatanie niepozadane istotne dla oséb z podwyzszonym
ryzykiem wystapienia incydentéw zatorowo-zakrzepowych przyjmujacych doustnie
ktacze pieciornika w celu wspomagania leczenia biegunki lub stanéw zapalnych jelit.

Przedstawiona do oceny praca stanowi bardzo wazny wklad w rozumienie
aktywnosci biologicznej doustnie przyjmowanego ekstraktu z kigcza pieciornika. Mimo,
ze hipotezy badawcze nie zostaty jednoznacznie potwierdzone, przediozona do oceny
praca doktorska stanowi bardzo cenny wktad w rozumienie efektéw biologicznych
doustnie przyjmowanych surowcéw roslinnych i ich przetworow, gdyz przetwory z
ktacza pieciornika sg przyjmowane przez pacjentdw, a dotychczas ich wptyw na proces
krzepniecia i uktad hemostazy oraz jego mechanizmy nie zostaty okreslone.

Podsumowuijac, jednoznacznie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
dysertacja doktorska mgr farm. Natalii Marcificzyk jest niezwykle wartosciowa zaréwno
z naukowego jak i z klinicznego punktu widzenia. Wnosze tym samym do Kolegium
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie
magr farm. Natalii Marciiczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauk farmaceutycznych.
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