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RECENZJA .

rozprawy doktorskiej mgr Marty Mainki (z domu Rogowskiej) zatytulowane;j:

.. Wybrane substancje roslinne stosowane w schorzeniach skory - ocena skladu oraz

potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej na modelach bezkomorkowych i komorkowych”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. farm. Agnieszki Bazylko
w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Promotor pomocniczy: dr hab. Monika Czerwinska

Obserwowany rozwo¢j badan analitycznych nad roslinnymi surowcami leczniczymi
staje si¢ obecnie bardzo istotnym etapem w poszukiwaniu nowych, wydajnych zrodet
zwigzkoéw pochodzenia naturalnego, a ostatecznie stanowi podstawe do kompozycji nowych
potencjalnych lekéw roslinnych. Elementem niekiedy pomijanym, a niezmiernie istotnym
z punktu widzenia wilasciwej fitoterapii, jest rowniez szczegélowa ocena zar6wno
skutecznosci leczniczej jak i bezpieczenistwa stosowania leku roslinnego. Dodatkowym
utrudnieniem w badaniach roslinnych surowcow leczniczych w kontek$cie zarGwno badan
fitochemicznych jak i niekiedy wielokierunkowego dziatania leczniczego jest ztozonos¢
matrycy roslinnej w tym sktadnikow czynnych odpowiedzialnych za efekty terapeutyczne.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr farm. Marty Mainki wpisuje si¢ w bardzo
aktualny nurt prowadzonych obecnie na $wiecie badai obejmujgcych ocene aktywnosci
biologicznej wybranych trzynastu gatunkéw roslin uznanych za lecznicze oraz ocene ich
charakterystyki fitochemicznej w oparciu o techniki wielkoskalowe w tym techniki
chromatograficzne LC-MS. Doktorantka postawione hipotezy badawcze podparta wiasciwie
postawionymi celami badawczymi. Przyjela bowiem za zadanie oceng¢ na modelach
bezkomérkowych (in vitro) aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwutleniajgcej wyciggow
wodnych i wodno-etanolowych z wybranych substancji roslinnych tradycyjnie stosowanych

w schorzeniach skory, a nastgpnie wyselekcjonowanie tych najbardziej aktywnych. W tym




miejscu wyjasnienia wymaga kwestia, czy analiza literaturowa tradycyjnosci zastosowania
wybranych do badan surowcow zostata wykonana jedynie w oparciu o pozycje
polskojezyczne (Tabela 1. Str. 53)? W celu zbadania ich potencjalnego wptywu na proces
gojenia rany zaplanowala przeanalizowanie odpowiedzi zapalnej komodrek uktadu
odpornosciowego, neutrofiléw ludzkich, jak réwniez komorek zaangazowanych w odbudowe
naskorka, ludzkich keratynocytdow. Niemniej istotne bylo okreslenie réwniez sktadu
chemicznego wyciagdéw o znaczacej aktywnosci przeciwzapalnej. Jednoczesnie podjeta sie
odpowiedzi ktéra z substancji roslinnych moze mie¢ potencjalne zastosowanie w chorobach
skory poprzez oceng aktywnosci antyoksydacyjnej oraz aktywnosci inhibicyjnej enzymow
zwigzanych ze stanem zapalnym, oceng inhibicji uwalniania mediatoréw stanu zapalnego
z ludzkich neutrofiléw i keratynocytéw czy wptywie na proliferacj¢ keratynocytéw i proces
gojenia naskdrka/rany.

Doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania badawczego uwzgledniajgcego szereg
ztozonych etapéw badawczych. Przyjete tezy badawcze pracy doktorskiej zastuguja na
wyrazne podkreslenie, oraz co istotne, zostaly skonstruowane bardzo czytelnie i poprawnie.
Nastepstwem tego sg uzyskane wyniki nie budzgce moich jakichkolwiek zastrzezen. Jako
przedmiotowy cel badan Pani mgr farm. Marta Mainka wybrata niebadane to tej pory surowce
roslinne ze znanych juz tradycyjnie stosowanych gatunkéw roslin z kilku rodzajow
botanicznych i wykonane z nich dwa rodzaje preparatéw galenowych. Przedmiotem byly
wyciagi wodne, a takze 70% etanolowe kolejno z lisci Sambucus nigra L. kwiatéw
Centaurea cyanus L., ziela Viola tricolor L., ziela Achillea millefolium L., lisci Arctium minus
(Hill) Bernh., korzenia A. minus (Hill) Bernh., lisci A. lappa L., korzenia A. lappa L., ziela
Thymus serpyllum L., lisci Taraxacum officinale F.H. Wiggers., kwiatow Calendula
officinalis L., ziela Urtica dioica L. oraz ziela Galium aparine L. To bardzo okazata kolekcja
surowcow roslinnych. Nasuwa sie tutaj pytanie o wlasciwg identyfikacj¢ oraz nazewnictwo
gatunkowe materialu do badan. Czy korzystano z tematycznych baz danych jak Kew Plant
Database potwierdzajac ich obowigzujace nazewnictwo taksonomiczne? W tym miejscu
chciatbym zwrdci¢ uwage na uzyte potoczne okreslenie ,,wzorniki” zamiast ,,0kazy
zielnikowe™.

Wybrane do badan ekstrakty objeta szerokim panelem badan eksperymentalnych -
biologicznych w tym  ocen¢ zdolnosci wymiatania rodnika 1,l-difenylo-2-

pikrylohydrazylowego (DPPH?¢), oceng zdolnosci wymiatania anionorodnika




ponadtlenkowego (O2+-) oraz zdolno$¢ hamowania aktywnosci oksydazy ksantynowej
w ukfadzie ksantyna-oksydaza ksantynowa, zdolno$¢ wymiatania nadtlenku wodoru (H205),
zdolno$¢ hamowania aktywnosci lipooksygenazy, zdolno$¢ hamowania aktywnosci
hialuronidazy. W ocenie aktywno$ci przeciwwolnorodnikowej oraz enzymatycznej
zastosowata odpowiednio kontrole pozytywne, jednak wyjasnienia wymaga fakt wyboru do
kontroli pozytywnej do jedynie jednego stezenia. Dodatkowo dokonata izolacji neutrofilow
oraz wptywu wybranych wyciggéow na aktywno$é stymulowanych neutrofiléw. Poza tym
w  panelu badan biologicznych przeprowadzita oceng aktywnosci cytotoksycznej
w hodowlach komérek skory ludzkiej — keratynocytéw oraz ocene wpltyw wybranych do
badan wyciaggéw na wydzielanie mediatoréw stanu zapalnego, oceniajgc tym samym
bezpieczenistwo stosowania wybranych wyciagéw.

Badania biologiczne podparta wykonanym oznaczeniem analizy skfadu chemicznego
zardwno w oparciu o metody spektrofotometryczne (suma zawartosci polifenoli — metoda
Folin’a-Ciocélteu) oraz wysokospecjalistyczng ocene sktadu fitochemicznego metoda
UHPLC-DAD-MS/MS, w ktérej prawidtowo opisala gtéwne sktadniki wystepujace
w  badanych ekstraktach, co potwierdza przedstawiona w rozprawie szczegbtowa
dokumentacja w postaci chromatograméw i tabel z przeprowadzonej duzej liczby analiz LC-
MS.

Uzyskane przez mgr Marte Mainke bardzo cenne wyniki wykazaly po raz pierwszy
dla  badanych ekstraktéw szereg wlasciwosci biologicznych w tym  dziatanie
przeciwutleniajgce. Niektore z badanych ekstraktéw w tym uzyskane z ziela macierzanki
piaskowej hamuja réwniez aktywno$¢ lipooksygenazy i hialuronidazy. Otrzymane wyniki
potwierdzaja, iz wyciagi z lisci fopianu wiekszego hamowaty wydzielanie mediatoréw stanu
zapalnego oraz przyspieszaly migracje/proliferacje keratynocytéw. Co ciekawe, w modelu
badan na ludzkich neutrofilach wyciagi z lisci topianu wickszego, ziela krwawnika
pospolitego oraz ziela macierzanki piaskowej indukowaty produkcje cytokin prozapalnych
(TNF-a, IL-18, IL-8). Jak stusznie konkluduje doktorantka, ekstrakty te nasilajac produkcje
cytokin przez neutrofile mogg wplywa¢ na procesy obronne przed zakazeniami w tym
W procesie zranienia powloki skory. Z kolei, analizowane wyciggi hamowaty wydzielanie
cytokin prozapalnych przez ludzkie keratynocyty. Wyciag wodny z lisci topianu wigkszego
najefektywniej hamowat wydzielanie IL-6 i IL-8 przez ludzkie keratynocyty. Wodne wyciagi




z ziela krwawnika pospolitego oraz lisci lopianu wigkszego przyspieszaty migracje
/proliferacje keratynocytow w tescie leczenia rany. Wyniki te sklaniaja do dalszych badan
w modelach in vivo, ze wzgledu na potencjalne zastosowanie w terapii powiktanego gojenia
ran ze wzgledu na efekt immunomodulujacy i potencjalnie zwalczajacy patogeny. Poza tym
doktorantka zaobserwowata, ze wyciagi z ziela macierzanki piaskowej wykazywaty wysoka
aktywnosé antyokéydacyjnq oraz najefektywniej hamowaly aktywnos¢ enzyméw
prozapalnych, co moze by¢ zwiazane z najwyzsza zawartoscig polifenoli. Z kolei wyciagi
z lisci fopianu wigkszego hamowaty wytwarzanie prozapalnych cytokin, co prawdopodobnie
bylo wynikiem obecnosci w badanych ekstraktach zwigzkow lignanowych w tym
diarktigeniny i arktyny. Zastosowane techniki oceny sktadu chemicznego w znaczacym
stopniu pozwolity na wstgpna odpowiedz o zwiazkach odpowiedzialnych za aktywno$é
biologiczng. Podsumowujac, testowane wyciagi moga wspomagac gojenie si¢ ran oraz terapie
stanéw zapalnych skory poprzez zwigkszanie proliferacji/migracji ludzkich keratynocytow
HaCaT, dziatanie przeciwutleniajace oraz modulujac odpowiedz zapalng. Mojg uwage
w wynikach badan biologicznych skupito przedstawienie graficzne jedynie jednego stezenia
zastosowanych kontroli pozytywnych, czy badano tez zwiazki referencyjne w innych
stezeniach?

Niewatpliwie na uwage zastuguje wielokierunkowe podejscie do oceny aktywnosci
biologicznej znanych surowcéw leczniczych pod tym katem badanych po raz pierwszy.
Zadania badawcze Doktorantka zrealizowata w kilku obszarach tematycznych $cisle ze soba
powigzanych, wykorzystujac jednoczesnie nowoczesne techniki chromatograficzne
z uwzglednieniem systeméw LC-MS/MS. Wiekszosé etapéw badawczych zostato
przeprowadzonych po raz pierwszy, co stanowi element nowosci i oryginalno$ci naukowej
recenzowanej dysertacji. W tym miejscu chcialbym jedynie zwrdci¢ uwage na opisane
w literaturze naukowej analiz biologicznych w tych samych schematach dotyczacych lisci bzu
czarnego, co oczywiscie otwiera dyskusje i wymaga krotkiego wyjasnienia. Nie odnalaztem
takiego odniesienia w tekscie bardzo obszernej dyskusji.

Z uwagi na bardzo rozbudowany metodologicznie i zadaniowo charakter
recenzowanej pracy pozwole sobie na wyrazenie mojej bardzo pozytywnej opinii. Lektura
dysertacji uprawnia mnie do stwierdzenia, ze Autorka wykazata si¢ zdolno$cig w opanowaniu
szeregu bardzo pracochtonnych technik pracy w laboratorium biologicznym oraz

fitochemicznym. Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki badan oraz obszerna




i zrozumiata, ale i krytyczna dyskusja potwierdzaja dojrzato$¢ badawcza Doktorantki, jak i
dociekliwos¢ oraz umiej¢tnos¢ stawiania i rozwigzywania probleméw badawczo-naukowych.
Strona techniczna rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Mainki w zasadzie nie budzi moich
wigkszych zastrzezen tym bardziej, iz jest przygotowana z zachowanym klasycznym i bardzo
estetycznym ukfadem edytorskim. Moja uwaga dotyczy roéwniez zaobserwowanej w trakcie
lektury monografii hos’é duzej ilosci btedow literowych, szczegdlnie w koncowej czesci
rozprawy, ktére z pewnoscig wynikaja z opracowywania ogromne;j ilosci danych i wynikéw

co stanowi naturalny element rzetelnej edycji tekstu.

Podsumowujac, chcialbym jednoznacznie stwierdzi¢, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska mgr farm. Marty Mainki jest ogromnie warto$ciowa
zaréwno z naukowego ale co istotne i aplikacyjnego punktu widzenia. Uzyskane wyniki
powinny zosta¢ wykorzystane w Kkontek$cie potencjalnych nowych preparatow
dermatologicznych zawierajacych wybrane do analizy przetwory z ro§linnych surowcéw
leczniczych.

Wnosz¢ tym samym do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr farm. Marty
Mainki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, rekomendujac tym samym do
nadania Pani mgr farm. Marcie Maince stopnia doktora nauk farmaceutycznych

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Dr hab. n. farm. Michat Tomczyk
Kierownik Zaktadu Farmakognozji

Wydziatu Farmaceutycznego dziatem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku




