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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr farm. Katarzyny Antoniak

Badania fitochemiczne i ocena wlasciwoSci biologicznych
wybranych surowcow roslinnych stosowanych w leczeniu
luszczycy

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji
Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu
pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Wieslawy Bylki

1 dr n. farm. Marleny Dudek-Makuch jako promotorki pomocniczej

Yuszczyca jest chorobg skory znang od tysigcy lat, o ktorej wzmianki mozna znalezé
juz w slynnym papirusie medycznym nazwanym Papirusem Ebersa. Leczeniem luszczycy
zajmowal si¢ rOowniez Hipokrates. Ten prekursor wspélczesnej medycyny nie ukrywat

trudnosci, jakie wigza si¢ z jego zawodem i ujgt je w swym stynnym aforyzmie — ,,...zycie
krotkie, sztuka dluga, sposobno$¢ przemijajaca, doswiadczenie zludne, wyrokowanie
trudne...”. W ujeciu filozoficznym, mozna powiedzie¢, ze spostrzezenia greckiego lekarza

zawarte w przywotlanej tu ztotej mysli sa cechami, ktére mozna przypisa¢ tuszczycy, chorobie
trudnej do wyleczenia nawet przez najbardziej doswiadczonych lekarzy. Ojciec medycyny w
leczeniu tuszczycy stosowal rosliny i produkty pochodzenia roslinnego, takie jak dziegcie. Z
calg pewnoscig mozna powiedzie¢, ze pomocy szukal na bezkresnych tanach greckich hort,
ktdre byly i sa jednym ze zrédel cennego roslinnego surowca leczniczego.
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Sugeruje si¢, ze w Polsce na tuszczyce choruje ok. 1 mln ludzi, w Stanach
Zjednoczonych ok. 7,4 mln. Wysoka zachorowalno$¢ stanowi wyzwanie dla naukowcéw do
poszukiwania  nowych, skutecznych struktur chemicznych 0  potencjale
przeciwluszczycowym, dzialajacych na réznych poziomach, m.in. molekularnym,
biochemicznym czy genetycznym. Jednym ze zrodet takich zwigzkoéw jest natura. Surowce
pochodzenia roslinnego, wyizolowane zwigzki i/lub ich pochodne sg od lat stosowane w
prewencji i leczeniu choréb skory. Z powodzeniem do realizacji takich celéw uzywa sie
pochodnych kumaryn (5- czy 8-metoksypsoralen), kwasu salicylowego czy dziegciow.

Badania Doktorantki sa kontynuacja dziatalnosci naukowej od lat prowadzonej w
Katedrze Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, dotyczacej poszukiwania
struktur chemicznych pochodzenia roslinnego o wielokierunkowej aktywnos$ci z
uwzglednieniem zastosowania w leczeniu chordb skory. W $wietle przedstawionych prac
naukowych zasadne jest podjecie przez Doktorantke badan nad ocena in vitro
przeciwluszczycowego dzialania etanolowych ekstraktow z ziela przytulii czepnej, przytulii
wlasciwej, uczepu tréjlistkowego, korzenia szczawiu lancetowatego i lukrecji gtadkiej. Zrodta
etnofarmakologiczne donosza o stosowaniu przytulii czepnej, przytulii wlasciwej, uczepu
trojlistkowego i lukrecji gladkiej w leczeniu tuszczycy. Z tego wzgledu wybor tych gatunkéw
jako obiektu badan uwazam za bardzo wazny i uzasadniony. Surowce te od dawna byly
stosowane w polskiej tradycyjnej medycynie ludowej. Obecnie istnieje potrzeba naukowego
potwierdzenia ich przeciwluszczycowego wplywu na zmiany skorne ze wskazaniem
mechanizméw dziatania.

Podstawg¢ ocenianej rozprawy stanowi monografia o ukladzie edytorskim
charakterystycznym dla tego typu prac, w ktdrej wydzielono: Czes$¢ teoretyczna, Zalozenia i
cel pracy, Cze$¢ doswiadczalng, Wyniki, Omoéwienie i dyskusja wynikéw, Podsumowanie
wynikow 1 wnioski, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Spis tabel i rycin, a takze
PiSmiennictwo. Rozprawa liczy 227 stron, zawiera 44 ryciny i 39 tabel. Bibliografia liczy 434
pozycji literaturowych.

W czescel teoretycznej Doktorantka scharakteryzowata patogeneze, objawy i leczenie
tuszczycy. Przedstawita najczgsciej stosowane potaczenia zwigzkow/ekstraktow roslinnych w
leczeniu luszczycy. Nastepnie szczegélowo opisata analizowane gatunki roslin, takie jak
przytulia czepna, przytulia wlasciwa, uczep trdjlistkowy, lukrecja gladka i gatunki z rodzaju
Rumex L. Przedstawila rys historyczny w kontekscie ich stosowania w lecznictwie,
uwzglednita sktad jakosciowy i iloSciowy wtoérnych metabolitdéw, jak réwniez badania
aktywnosci biologicznej w modelu in vitro. Zawarla tu takze przeglad literatury przedmiotu
na temat badan klinicznych analizowanych surowcoéw. PiSmiennictwo w pracy stanowi 434
pozycje, z ktorych wiekszos¢ powstata w ciggu ostatnich 7 lat.

Cel pracy, czyli uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy ekstrakty z powyzszych
gatunkow moga stymulowaé rozwdj/przebieg tuszczycy na poziomie komorkowym,
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molekularnym i biochemicznym, zostal sformulowany w sposob czytelny i logiczny. Cel
nadrzedny zostat osiagnigty poprzez realizacje celow podrzednych, uwzgledniajacych analize
fitochemiczng (badanie zawartosci polifenoli, chromatografia gazowa skladu olejku
eterycznego) 1 biologiczng (okre$lenie dziatania antyoksydacyjnego, okreslenie
cytotoksycznego wplywu ekstraktow na wybrane linie komdérkowe — komorki $rédblonka
naczyniowego HUVEC linii EA.hy926, ocena mediator6w angiogenezy i stanu zapalnego —
PDGF, HGF, IL-8, TIMP-1 i MMP-9).

Pani mgr farm. Katarzyna Antoniak celem przygotowania do czesci eksperymentalne;j
dokonala przegladu surowcow i zwigzkdéw biologicznie czynnych stosowanych w leczeniu
choréb skory, czego efektem byla seria publikacji zatytulowanych “Leki ro$linne w
wybranych schorzeniach skérnych” (2011). Publikacja ta stanowi zrédto informacji w
zakresie podjetej tematyki, dowodzi dobrego przygotowania Doktorantki do zaplanowanych
zadan badawczych, od poczatkowej fazy planowania doswiadczen i stawiania hipotez, az do
wykonania pracochlonnych etapéw badan, m.in. biologicznych badan in vitro. To obszerne
opracowanie pomoglo Doktorantce w wyborze kierunku badan, jak rowniez w wyborze
surowcOw o potencjalnej aktywnosci przeciwluszczycowej. Doktorantka bardzo dobrze
opanowala warsztat metodyczny. Na plaszczyznie metodologicznej, planujgc eksperymenty,
poruszala si¢ swobodnie w obszarze zaawansowanych technik analitycznych, wykorzystujgc
je w badaniach biologicznych. Stosowata techniki chromatograficzne (chromatografia
gazowa, GC) jak rdwniez techniki z zakresu hodowli komoérkowych i biochemii. Doktorantka
jako priorytetowy kierunek badan, stosujac szeroki panel testow, wybrala analize biologiczna,
co jest zasadne i prowadzi do otrzymania naukowej podstawy stuszno$ci stosowania
wybranych surowcoéw w fitoterapii tuszczycy.

Glownym przedmiotem badan Doktorantki byly surowce roslinne, czesci nadziemne i
podziemne, takie jak ziele przytulii czepnej (Galii aparine herba), ziele przytulii wlasciwej
(Galli veri herba), ziele uczepu trojlistkowego (Bidentis tripartitae herba), korzeh szczawiu
lancetowatego (Rumicis hydrolapathi radix), korzen lukrecji (Liquiritiae radix). W celu
uzyskania etanolowych ekstraktow zastosowano ekstrakcje wspomagang ultradzwickami
(UAE).

W pierwszym etapie badan okre$lono zawarto$¢ polifenoli. Na podstawie analizy
wynikéw badah zauwazono, ze czgsci podziemne zawieraly najwiecej zwigzkow
polifenolowych (korzen kobylaka i lukrecji). Z kolei surowcem o najwyzszej zawarto$ci
olejku eterycznego bylo ziele przytulii czepnej. Warto zwr6ci¢ uwage na wnikliwg
charakterystyke skladnikow olejkdw eterycznych, ktore mogg warunkowaé dziatanie
przeciwluszczycowe surowcow.

Istotnym elementem pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy ekstrakty
stymulujag aktywnos$¢ hialuronidazy, enzymu uczestniczacego w rozwoju wielu stanow
patologicznych, np. stanu zapalnego czy zmniejszenia integralnosci komdrek skory efektem
czego jest utatwienie przenikania mikroorganizméw do jej wnetrza. Na podstawie uzyskanych
wynikéw zauwazono, ze ekstrakty z korzeni najsilniej hamowaly aktywno$¢ enzymu,
uzyskana warto$¢ ICso wyniosta 0.43 i 0.45 mg/ml dla szczawiu lancetowatego i lukrecji
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gladkiej. Mozna zasugerowaé, ze na inhibicj¢ mialy wplyw zwigzki polifenolowe. W
dostepnej literaturze mozna odnalez¢ informacje na temat korelacji pomiedzy zawartoscia
polifenoli a inhibicja hialuronidazy.

W kolejnym etapie badan Doktorantka okreslita wptyw ekstraktow na zywotno$é
komorek srédbtonka, co pozwolito na wytypowanie do dalszych badan minimalnego stezenia
nietoksycznego. Przytulia czepna i szczaw lancetowaty najsilniej hamowaty migracje i
inwazyjno$¢ komorek srodblonka, co jest zjawiskiem pozagdanym w procesie rozwoju
tuszezycy, ktéremu towarzyszy niekontrolowany rozrost naczyn krwionosnych. Waznym
efektem prowadzonych badan byto potwierdzenie hamujgcego dziatania ekstraktu z przytulii
wlasciwej i szczawiu lancetowatego na syntez¢ czynnikéw proangiogennych PDGF i HGF.
Ponadto przytulia wilasciwa istotnie statystycznie zmniejszata produkcje prozapalnej
interleukiny 6 i 8. Warto zaznaczy¢, ze przytulia wiasciwa aktywowata produkcje TIMP-1
(tkankowego inhibitora metalloproteinazy), co wptynglo na zmniejszenie ilosci MMP-9
(metalloproteinazy 9) w komorce. Uzyskane rezultaty zachecajg do prowadzenia badan w
warunkach  in  vivo.  Potwierdzenie = przeciwluszczycowego  dziatania  trzech
wyselekcjonowanych ekstraktow, m.in. z przytulii czepnej i wlasciwej oraz szczawiu
lancetowatego w modelu zwierzecym byé moze stworzy podstawy do poszerzenia
dziatalno$ci naukowej w kierunku badan klinicznych. Pozwoli to na okreslenie
bezpieczenstwa stosowania tych ekstraktow.

Tematyka realizowana przez Doktorantke cechuje si¢ duzym nowatorstwem, dostarcza
dowodéw naukowych potwierdzajacych stuszno$é stosowania analizowanych surowcow w
etnomedycynie choréb skory. Jednoczesnie jest dowodem na wykorzystanie natury jako
zrodla zwigzkéw o potencjale leczniczym w postaci izolatéw lub ich pochodnych. Uzyskane
wyniki, oprécz wartosci czysto poznawczej, majg warto$¢ aplikacyjng. W opinii Recenzenta,
waznym krokiem, w dalszej pracy naukowej Doktorantki, bytoby ukierunkowanie kolejnych
badan na profil aplikacyjny i uwzglednienie wybranych surowcow jako substancji czynnych
formulacji leczniczych stosowanych zewnetrznie w leczeniu czy profilaktyce tuszczycy.

W czasie pracy badawczej Doktorantka zgromadzita istotny dorobek naukowy w
postaci 21 publikacji o charakterze pogladowym, 2 o charakterze eksperymentalnym i 1
rozdzial podrecznikowy o lacznej liczbie punktéw wg MNiSW réwnej 92. W 22 publikacjach
Pani mgr farm. Katarzyna Antoniak jest pierwszym Autorem. Ponadto uczestniczyta w 3
konferencjach naukowych i wyglosita 6 referatow na posiedzeniach Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego.

Warto takze podkresli¢ uwzglednienie aspektu artystycznego w pracach Doktorantki,
czy to publikacjach pogladowych, czy podczas wyglaszanych referatéw. Rosliny od wiekow
byly zrédlem inspiracji dla artystek i artystow, zaréwno pisarzy jak i malarzy, czesto
pojawialy si¢ w sposob dyskretny, a jednoczesnie pickny. Motywy roslinne, o silnym
nacechowaniu semantycznym, znajdziemy juz w Biblii, a wsrod polskich mistrzéw piéra w
tworczosci chociazby Adama Mickiewicza, Elizy Orzeszkowej, Kazimierza Przerwy-
Tetmajera czy Marii Konopnickiej. To wtasnie tworczo$¢ Marii Konopnickiej byta inspiracja
dla Pani mgr farm. K. Antoniak do poszukiwania w jej dzietach aspektéw roslinnych, efektem




czego byly 2 publikacje zatytutowane “Kwiaty, drzewa i ziola w twoérczosci Marii
Konopnickiej”.

Ocena rozprawy doktorskiej nie bytaby pelna bez wskazania stabszych stron i
postawienia pytan. Doktorantka do analiz fitochemicznych i biologicznych stosowata testy
oparte o pomiary kolorymetryczne oraz fluorescencyjne. Nasuwa si¢ pytanie, czy w tych
testach uwzgledniono pomiary kolorymetryczne i fluorescencyjne dla samych ekstraktow?
Zwiazki w nich zawarte mogs dawaé falszywie dodatni wynik i zawyza¢ lub zanizaé
ostateczny rezultat — w zalezno$ci od zasady metody i przeliczen.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci recenzowanej rozprawy doktorskie;j.
Przedstawiona praca Swiadczy o ogromnym zaangazowaniu Autorki w rozwiazanie problemu
badawczego i osiggnigcie zalozonego celu. Stanowi duzg warto$é naukows i poszerza wiedze
z zakresu zwigzkow roslinnych o potencjale przeciwtuszczycowym.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia
wszystkie wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Wysokiej Rady
Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr farm. Katarzyny Antoniak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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