WYDZIAL BIOMEDYCZNY  crasiia, 2005 toin

tel. +48 814486437, +48 533754455
Unlwersytet MEdyczny w Lublinie KIEROWNIK: Prof. dr hab. n. med. Ewelina Grywalska

Lublin, dnia 28 listopada 2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Ciesielskiej-Figlon
pt.: ,Wplyw olejku eterycznego z nasion czarnuszki siewnej (Nigella sativa)
na aktywacje, proliferacje i apoptoze limfocytow T”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierownictwem naukowym Pani
Promotor, Dr hab. n. med. Katarzyny Lisowskiej, oraz Pani Promotor pomocniczej, Dr n. med. Agnieszki
Daca, w Katedrze i Zaktadzie Fizjopatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Zatozenia badawcze Doktorantki zostaty zrealizowane w cyklu trzech spéjnych tematycznie artykutow, w
tym dwoch oryginalnych i jednego przegladowego, podsumowujjgcego obecng wiedze na temat
immunomodulacyjnego wptywu czarnuszki siewnej. W kazdej publikacji Doktorantka jest pierwszym
Autorem, co potwierdza Jej wiodacy wktad w powstanie doniesien. Prace zostaly wykonane w ramach
srodkéw statutowych Katedry i Zaktadu Fizjopatologii Wydziatu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, kierowanego przez prof. dr hab. n. med. Jacka Witkowskiego oraz programu wspierajgcego
»,Mtody Badacz”, zadanie badawcze nr 01-0422/08/262.

Celem badan, przeprowadzonych przez Panig magister Klaudie Ciesielska-Figlon, w ramach opracowania
dysertacji doktorskiej, byta ocena wpltywu olejku eterycznego, pozyskanego z nasion czarnuszki siewnej
(Nigella sativa) na ludzkie limfocyty T, z uwzglednieniem ich fenotypu powierzchniowego, zdolnosci do
proliferacji oraz produkcji cytokin, a takze podatnosci na apoptoze.

Praca rozpoczyna sie od wykazu publikacji, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, poprzedzonych
stowami kluczowymi i wykazem uzytych skrotow. Nastepnie Autorka umiescita streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, wprowadzenie, scharakteryzowata cele prowadzonych badan, przedstawita materiat
i metody. W dalszej cze$ci Doktorantka umiescita opisy publikacji, bibliografie oraz zataczyta publikacje,
wchodzace w sktad rozprawy:

1. Praca oryginalna

Ciesielska-Figlon K, Daca A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz A, Zabiegata B, Witkowski ], Lisowska K. The
influence of Nigella sativa essential oil on proliferation, activation, and apoptosis of human T lymphocytes
in vitro. Biomedicine & Pharmacotherapy 2022; vol. 153: 113349. Impact Factor - 7.5; Punktacja MNiSW -
100; Q1

2. Praca oryginalna

Ciesielska-Figlon K, Wojciechowicz K, Daca A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz A, Witkowski |, Lisowska K. The
impact of Nigella sativa essential oil on T cells in women with Hashimoto’s thyroiditis. Antioxidants 2023;
vol. 12: 1246. Impact Factor - 7.0; Punktacja MNiSW - 100; Q1

3. Praca przegladowa

=D-

Ciesielska-Figlon K, Wojciechowicz K, Wardowska A, Lisowska K. The immunomodulatory effect of Nigella
sativa. Antioxidants 2023; vol. 12: 1340. Impact Factor - 7.0; Punktacja MNiSW - 100; Q1.
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Na uwage i docenienie zastuguje fakt, ze taczny wspétczynnik Impact Factor cyklu prac wynosi 21.5, a
taczna punktacja MNiSW/MEIN 300, co $wiadczy o doskonatej jakosci przeprowadzonych badan, ktére juz
na tak wczesnym etapie drogi naukowej pozwolily na opublikowanie artykuléw w wiodacych
czasopismach.

Tematyka rozprawy jest aktualna i istotna, zaréwno w aspekcie naukowym, jak i praktycznym, poniewaz
substancje pochodzenia roslinnego, od wiekdw powszechnie stosowane w medycynie ludowej z powodu
swoich wtasciwosci leczniczych, cieszg sie obecnie duzym zainteresowaniem naukowcéw. Wsrod roslin
najczesciej wymienianych w literaturze, wazne miejsce zajmuje czarnuszka siewna (Nigella sativa),
nalezaca do rodziny Jaskrowatych, o owocach, zawierajacych drobne i aromatyczne nasiona, z ktérych
pozyskuje sie olej, zawierajacy frakcje thusta bogata w nienasycone kwasy ttuszczowe, frakcje eteryczna
oraz substancje pochodzenia roslinnego, takie jak: alkaloidy, tokoferole, fitosterole, saponiny i flawonoidy.
Uznaje sie, ze frakcja eteryczna ma najwiekszy potencjal immunomodulacyjny, ze wzgledu na zawarte w
niej substancje aktywne, takie jak tymochinon, p-cymen, alfa-tujen i karwakrol. Obserwacje kliniczne
wskazuja, Ze nasiona, ekstrakty i olej z czarnuszki siewnej moga tagodzi¢ objawy choréb o podtozu
immunologicznym takich jak astma, alergiczny niezyt nosa oraz reumatoidalne zapalenie stawow. Z kolei
tymochinon ma wtasciwosci antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe, a wraz z p-cymenem wykazuje
wtasciwosci przeciwzapalne. Doktadny mechanizm dziatania czarnuszki siewnej na uktad odpornos$ciowy
nie jest jednak w pelni poznany. W przedstawionej mi do oceny rozprawie badano wtasciwosci
immunomodulacyjne olejku eterycznego otrzymanego z nasion czarnuszki siewnej oraz substancji
chemicznych zidentyfikowanych w olejku eterycznym: tymochinonu oraz p-cymenu.

W opinii recenzentki, wprowadzenie do rozprawy jest zwiezte, ale w sposdéb wyczerpujacy uzasadnia
przeprowadzenie badan w interesujgcym Doktorantke obszarze. Uzyte odnos$niki literaturowe sg aktualne.
Cele pracy zostaty poprawnie i szczegétowo scharakteryzowane jako:

1. Pozyskanie olejku eterycznego metoda hydrodestylacji z nasion czarnuszki siewnej i przeanalizowanie
jego chemicznej kompozycji;

2. Analizowanie wplywu wybranych etanolowych rozcienczen olejku eterycznego na limfocyty T CD4+ i
CD8+ w grupie os6b zdrowych i kobiet chorych na zapalenie tarczycy Hashimoto z uwzglednieniem
ekspresji antygendéw powierzchniowych w tym CD25 i CD28, ich zdolnosci do proliferacji, produkcji
cytokin oraz podatno$ci na apoptoze;

3. Analizowanie wptywu wybranych stezen tymochinonu i rozcienczen p-cymenu na limfocyty T CD4+ i
CD8+ w grupie oséb zdrowych z uwzglednieniem ich zdolno$ci do proliferacji oraz podatnos$ci na apoptoze.
Czy Doktorantka planuje w Swojej dalszej pracy naukowej scharakteryzowac inne parametry uktadu
odpornosciowego, modulowane poprzez substancje uzyskane z nasion czarnuszki siewnej?

Zasady doboru uczestnikdw badania w rozdziale Materiat i Metody, w tym kryteria wiaczenia i wytaczenia
oraz podziat na grupy, zostaly opisane czytelnie. Wtasciwosci olejku eterycznego oceniono u os6b
zdrowych oraz u kobiet ze zdiagnozowanym autoimmunizacyjnym zapaleniem tarczycy. Za pomoca
cytometrii przeptywowej przeanalizowano fenotyp powierzchniowy, aktywnos$¢ proliferacyjna oraz

o+

podatno$¢ na apoptoze ludzkich limfocytow T, stymulowanych monoklonalnym przeciwciatem anty-CD3,
w obecnosci seryjnych, etanolowych rozcienczen badanego olejku oraz tymochinonu i p-cymenu.

Dodatkowo oceniono zmiany profilu cytokinowego w nadsaczach pohodowlanych. Metodyka badawcza
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jest dopasowana do celéw postawionych przez Doktorantke. Wszystkie procedury zostaty zwieZle i
poprawnie opisane. Analizy statystyczne zostaty takze opisane prawidtowo.

W Swietle doniesiert innych autoréw, wydaje sie zasadnym powtdrzenie przeprowadzonych analiz w materiale
pozyskanym od pacjentow, cierpigcych na inne schorzenia, w tym autoimmunizacyjne, infekcyjne oraz
nowotworowe. Czy Doktorantka mogtaby uzasadni¢ - na podstawie dostepnej literatury i wtasnych
obserwacji - na przebieg jakich schorzen olej z czarnuszki moze wywierac pozytywny wptyw?

Opis publikacji 1: Ciesielska-Figlon K, Daca A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz A, Zabiegata B, Witkowski ],
Lisowska K. The influence of Nigella sativa essential oil on proliferation, activation, and apoptosis of human
T lymphocytes in vitro. Biomedicine & Pharmacotherapy 2022; vol. 153: 113349. W niniejszej pracy
opisano sposob pozyskania olejku eterycznego z nasion czarnuszki siewnej, analizy jego kompozycji
chemicznej oraz wyniki doswiadczen, ktérych celem byto sprawdzenie, jak wybrane rozcieticzenia olejku
eterycznego, a takze wybrane substancje aktywne - tymochinon i p-cymen - wptywaja na fenotyp oraz
aktywno$¢ limfocytéw T CD4+ i CD8+ w grupie zdrowych ochotnikdéw obu ptci. ZatoZenia oraz metodologia
nie budza zastrzezen, a uzyskane wyniki pozwolily Autorce na sformutowanie trzech interesujacych
wnioskéw: 1/ Olejek eteryczny pozyskiwany z nasion Nigella sativa ma potencjalne dziatanie
immunomodulujgce, poniewaz hamuje aktywacje ludzkich limfocytéw T poprzez zahamowanie proliferacji
oraz indukcje apoptozy w warunkach in vitro, gtbwnie w najnizszych rozcienczeniach, 1:10 oraz 1:50. 2/
Za opisane wilasciwosci moze by¢ odpowiedzialny tymochinon, ktéry znaczaco hamuje proliferacje
limfocytéow T i indukuje ich apoptoze w najwyzszych stezeniu. Jednak majac na uwadze fakt, ze w olejku
eterycznym znajduje sie tylko kilka procent tej substancji, postawiono hipoteze, Ze prawdopodobnie nie
jest to jedyny zwigzek odpowiedzialny za tak silne wtasciwosci immunomodulujace olejku eterycznego. 3/
P-cymen, mimo ze stanowi wiekszo$¢ frakcji eterycznej, nie wplywa na proliferacje oraz apoptoze
limfocytéw i czeSciowo przeciwdziata efektom wywotywanym przez tymochinon.

Opis publikacji 2: Ciesielska-Figlon K, Wojciechowicz K, Daca A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz A, Witkowski
], Lisowska K. The impact of Nigella sativa essential oil on T cells in women with Hashimoto’s thyroiditis.
Antioxidants 2023; vol. 12: 1246. W tej pozycji oryginalnej sprawdzono, jak wybrane rozciericzenia olejku
eterycznego wpltywajg na funkcjonowanie limfocytow T CD4+ i CD8+ w grupie kobiet chorych na zapalenie
tarczycy Hashimoto. Do badania wptywu olejku wigczono grupe 9-ciu kobiet ze zdiagnozowanym
zapaleniem tarczycy Hashimoto (HT) oraz 9-ciu zdrowych kobiet, nieposiadajacych zdiagnozowanych
choréb nowotworowych, autoimmunologicznych oraz nie przyjmujacych lekéw na state, stanowigcych
grupe kontrolng. Chociaz Autorka opublikowata prace w wysoko punktowanym czasopismie, uwage zwraca
niewielka liczba oséb, zakwalifikowanych do obu grup. Proponuje powiekszenie analizowanych grup celem
potwierdzenia, ze uzyskano reprezentatywne wyniki i wyprowadzono odpowiednie wnioski, na ktdre sktadajq
sie nastepujqgce obserwacje Doktorantki: 1/ Olejek eteryczny pozyskiwany z nasion czarnuszki siewnej
dziata proapoptotycznie i antyproliferacyjnie na preaktywowane komorki T u pacjentek z zapaleniem
tarczycy Hashimoto oraz zdrowych kobiet w warunkach in vitro. 2/ Olejek eteryczny wptywa réwniez na
produkcje cytokin poprzez obnizenie stezenia niektérych cytokin waznych dla regulacji proceséw
zapalnych, takich jak TNF, IL-17A oraz IL-10, przy jednoczesnym podwyzszeniu stezen IL-2 czy IL-4. Warto
jednak zaznaczy¢, ze nie wptywat na produkcje IL-6 czy IFN-y. 3/ Wrazliwo$¢ limfocytéw na NSEO zalezy  »
réwniez od stanu zdrowia os6b badanych; olejek eteryczny nie wptywat istotnie na produkcje TNF u ﬂ
zdrowych kobiet, podczas gdy u pacjentek z HT w najnizszych rozcieficzeniach istotnie jg zmniejszat. I 1 I
-
1
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Opis publikacji 3: Ciesielska-Figlon K, Wojciechowicz K, Wardowska A, Lisowska K. The
immunomodulatory effect of Nigella sativa. Antioxidants 2023; vol. 12: 1340. Ostatni artykutl, zamykajacy
cykl prac wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej, jest praca przegladowa. Artykut ten podsumowuje
obecng wiedze na temat immunomodulacyjnego wptywu Nigella sativa. Doktorantka uwzglednita badania
eksperymentalne, dotyczace zdolnosci czarnuszki siewnej do modulowania stanu zapalnego i odpowiedzi
immunologicznej oraz aktywno$ci cytotoksycznej komoérek uktadu odpornos$ciowego. Przeglad opiera sie
na artykutach, ksigzkach i referatach konferencyjnych wydrukowanych do wrzesnia 2022 r., znalezionych
w bazach danych Web of Science, PubMed, Wiley Online Library i Google Scholar. Wyniki badan opisane w
tym przegladzie pokazuja, Ze czarnuszka wptywa na komorki odpornosciowe poprzez modulowanie ich
funkcji, takich jak zdolno$¢ do wytwarzania cytokin lub tlenku azotu, aktywno$ci fagocytarnej i
cytotoksycznej, proliferacji splenocytoéw i limfocytéw T oraz podatno$ci na apoptoze i nekroze zaréwno w
warunkach in vivo i in vitro.

Reasumujac, uzyskane wyniki wykazaty, Ze olej eteryczny z nasion czarnuszki siewnej znaczgco hamuje
proliferacje limfocytéw T CD4+ i T CD8+ oraz indukuje $mier¢ komérek w sposob zalezny od dawki,
zaréwno u os6b zdrowych jak i pacjentek z zapaleniem tarczycy Hashimoto. Ponadto, olej eteryczny obniza
ekspresje antygenéw CD28 i CD25 istotnych dla aktywacji limfocytéw. Antyproliferacyjny i
proapoptotyczny efekt olejku eterycznego byt zwiazany z aktywnoscia tymochinonu. Z kolei p-cymen nie
wptywat na proliferacje ludzkich limfocytow T, ale w najwyzszym stezeniu indukowat ich nekroze, a takze
czeSciowo przeciwdziatal niektérym skutkom obecnos$ci tymochinonu. Olej eteryczny znaczaco obnizat
stezenie TNF, IL-17A i IL-10 w nadsaczach pohodowlanych. Z kolei poziom IL-4 i IL-2 istotnie wzrastal w
obecnosci olejku. Olejek nie wptywat na stezenie IL-6 i IFN-y. Autorce nie udato sie uniknqg¢ drobnych
potknie¢ gramatycznych i interpunkcyjnych, ale w zadnej mierze nie umniejszajq one walorom
merytorycznym rozprawy doktorskiej. Uzyskane wyniki majq wysokie znaczenie poznawcze, poniewaz
wyjasniajq immunosupresyjne dziatanie nasion, ekstraktéw oraz olejkéw pozyskanych z nasion czarnuszki
siewnej, a ponadto mogq stanowi¢ podstawe do préb wdrazania terapii z wykorzystaniem substancji
pochodzenia roslinnego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, pod wzgledem merytorycznym i formalnym, spetnia zatem
warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.
U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.). Wnosze do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr Klaudii Ciesielskiej-Figlon do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, majac na uwadze wysokie wskazniki naukometryczne przedstawionego cyklu publikacji i
aplikacyjny charakter poczynionych przez Doktorantke odkry¢, wnioskuje o wyréznienie pracy.

KIEROWNIK
Zaktadu Immunologii Doswiadczalnej
Katedry Nauk Biomedycznych
Unlv/\Lersytepu Medygznego w Lublinie
turtliwd. Gy lduo.
Prof. dr hab. n. med. ei;na Grywalska
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