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Ocena rozprawy doktorskiej pt.
,Aktywno$¢ cytotoksyczna ekstraktow i gtéwnych metabolitow

wtérnych nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa”

wykonanej przez Panig mgr Anne Adamskg

w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Choroby nowotworowe sg jedng z gtéwnych przyczyn $miertelnosci w krajach
rozwinietych. W leczeniu nowotworéw wykorzystuje si¢ rézne metody, w tym
chemioterapie. Do postepéw w jej rozwoju znaczaco przyczynity sie czynniki
chemioterapeutyczne pochodzenia roslinnego. Wséréd substancji pochodzenia
rolinnego stosowanych obecnie w terapii nowotworéw mozna wyr6zni¢ winblastyneg,
winkrystyne (alkaloidy barwinka), paklitaksel oraz pochodne kamptotecyny
i podofilotoksyny. Jednym z probleméw zwigzanych ze stosowaniem wymienionych
zwiazkéw w leczeniu nowotworéw sa skutki uboczne. Mimo to, alkaloidy barwinka,
paklitaksel, pochodne kamptotecyny i podofilotoksyny sa przyktadami substancji
pochodzenia roélinnego stosowanymi z powodzeniem w terapii nowotworéw. Oprocz
tego rézne substancje rodlinne sa w trakcie badan pod wzgledem ich potencjatu
przeciwnowotworowego w tym réwniez substancje czynne zawarte w ekstraktach
i nasionach czarnuszki siewnej (Nigella sativa). W pi§miennictwie, mimo stwierdzonej w
nasionach Nigella sativa obecno$ci wtérnych metabolitéw z grupy triterpenowych

saponin, w tym wystepowania a-hederyny, brak jest wystarczajacych informacji

o badaniach dotyczacych aktywnosci cytotoksycznej tej grupy zwigzkow.
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Dlatego podjecie przez Panig mgr Anne Adamska badan majgcych na celu oceng
dziatania ekstraktéw i ich frakcji z nasion Nigella sativa na komorki linii
nowotworowych: linii komérkowej raka szyjki macicy HelLa, linii komoérkowej raka
jajnika SKOV-3 i nienowotworowe;j linii komérek ludzkich keratynocytéw jest w petni
uzasadnione.

Tre$¢ przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej liczgcej 142 strony,
zawierajacej 21 tabel i 38 rycin odpowiada tematowi okredlonemu w tytule, jak rowniez
tytutom poszczegdlnych rozdziatéw i podrozdziatow.

We wstepie, stanowigcym cze$¢ teoretyczng pracy, Pani mgr Anna Adamska
oméwita w sposéb $wiadczacy o duzej wiedzy dotyczacej przedmiotu swoich
zainteresowan badawczych zagadnienia dotyczace dziatania farmakologicznego
i zastosowania leczniczego czarnuszki siewnej z uwzglednieniem aktywnoSci
biologicznej ekstraktéw Nigella sativa. Scharakteryzowata dziatanie a-hederyny obecne;
w nasionach czarnuszki siewnej, ktéra stata sie réwniez przedmiotem badan
w niniejszej rozprawie doktorskiej oraz opisata zasadno$¢ wykorzystania metody
real-time xCELLigence do oceny cytotoksyczno$ci badanych substancji i ekstraktow
z mozliwoécia stalego monitoringu proliferacji linii komérkowych w  czasie
rzeczywistym w poréwnaniu do standardowej metody badania aktywnoSci
cytotoksycznej MTT.

Uktad prezentowanego wstepu z wyszczegolnionymi podrozdziatami, napisany

w oparciu o przeglad odpowiednio dobranych pozycji piSmiennictwa dobrze
wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem badan i uzasadnia naukowe
zatozenia Autorki.

Badania opieraly sie na ocenie aktywnos$ci cytotoksycznej ekstraktéw oraz
metabolitéw wtérnych nasion gatunku Nigella sativa na liniach komorek
nowotworowych (linia komérkowa SKOV-3 - linia komoérkowa raka jajnika; linia
komérkowa Hela - linia komérkowa raka szyjki macicy) i nienowotworowej linii
komérek ludzkich keratynocytéw (linia komérkowa HaCaT). Podjgto rowniez badania
nad mechanizm aktywnoéci cytotoksycznej a-hederyny na linii komérkowej SKOV-3.

W aspekcie wykonawczym praca zastuguje na bardzo duze uznanie. Doktorantka
precyzyjnie zaplanowata i przeprowadzita badania z zastosowaniem wielu metod.

Wszystkie procedury postepowania zostaty doktadnie opisane. Wykonano serig

pracochtonnych analiz, ktére wymagaty nie tylko wiedzy teoretycznej ale takze
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umiejetno$ci manualnych. W pracy Autorka z duzg swoboda, $wiadczacg o doskonalym
opanowaniu warsztatu badawczego, postuguje sie réznymi metodami ekstrakcji
w przygotowaniu ekstraktéw i frakcji z Nigella sativa. Przeprowadzita badania
aktywno$ci cytotoksycznej sporzadzonych ekstraktow, frakeji Nigella sativa oraz
a-hederyny na wybranych liniach komérkowych z wykorzystaniem sytemu RTCA i testu
MTT. Dokonata réwniez analizy ekstraktéw i frakcji wraz z oznaczeniem zawarto$ci
a-hederyny stosujagc metode chromatografii cieczowej - HPLC-UV. Ponadto,
Pani mgr Anna Adamska wykonata szereg analiz zwigzanych z oceng mechanizmu
dziatania cytotoksycznego a-hederyny w hodowli komdrkowej raka jajnika (SKOV-3)
wykorzystujgc  technike mikroskopii fluorescencyjnej, cytometri¢ przeptywows,
luminometrie.

Wyniki badan prezentowane przez Pania mgr Anne Adamska zostaty
przedstawione w spos6b uporzgdkowany i precyzyjny. Doktorantka na podstawie
przeprowadzonych badan uwzgledniajgcych zmiane potencjatu mitochondrialnego
w komoérkach SKOV-3, spadek aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2, ocene
aktywnosci kaspaz-3/7 i -8/9 oraz zahamowanie fazy cyklu komérkowego w hodowli
SKOV-3 wykazata, ze w komorkach tej linii pod wptywem dziatania a-hederyny
dochodzi do indukcji procesu apoptozy. Stwierdzita réwniez, Ze znaczgcg role w tym
procesie odgrywa wewnetrzny szlak mitochondrialny. Ponadto, w prezentowanej
rozprawie doktorskiej Pani mgr Anna Adamska opracowata metode regeneracji E-ptytek
stosowanych w systemie real-time xCELLigence (RTCA), co zastuguje na wielkie
uznanie, biorgc pod uwage, iz E-ptytki moga by¢ kilkukrotnie regenerowane oraz
ponownie wykorzystywane z dobrg odtwarzalnodcia wynikéw w eksperymentach.
Dodatkowo, rezultaty otrzymane w niniejszej rozprawie doktorskiej przez
Pania mgr Anne Adamskg znaczaco wzbogacaja wiedze na temat aktywnosci
biologicznej nasion Nigella sativa oraz mechanizmu dziatania aktywnosci cytotoksycznej
o-hederyny w stosunku do linii komérkowej SKOV-3 ludzkiego raka jajnika i mogg
stanowi¢ podstawe do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.

W omoéwieniu Pani mgr Anna Adamska w sposéb inteligentny i rzeczowy
podejmuje dyskusje ze znanymi z pi$miennictwa faktami w odniesieniu do wiasnych
badan. Dyskusja przeprowadzona jest w sposéb wnikliwy, co $wiadczy o duzej wiedzy

naukowej Doktorantki.



Nalezy podkresli¢ réwniez, iZ wykonana praca przez Panig mgr Anng Adamska
$wiadczy o umiejetnoéci rzetelnego przeprowadzania prac do$wiadczalnych, a wyniki
badan zakoficzone stusznymi wnioskami dostarczaja interesujgcych informacji
i wskazéwek do dalszych badan celem wyja$nienia wciaz istniejgcych niejasnosci.

Praca zostata napisana jezykiem poprawnym i zrozumiatym. Autorka korzystata
w wiekszosci z aktualnego, $wiatowego pi$miennictwa obejmujgcego 230 pozycji w tym
5 pozycji internetowych. Zalety prezentowanej rozprawy, wéréd ktérych mozna
wymieni¢ dobér interesujgcej i aktualnej tematyki badawczej i zastosowanie poprawnej
metodyki oraz kompetentng dyskusje wtasciwie opracowanych wynikow,
pozwalajacych na sformutowanie adekwatnych wnioskow, Swiadcza o dojrzatosci
naukowej Doktorantki.

Podsumowujac ocene pracy doktorskiej uwazam, Ze prezentuje ona wysoki
poziom merytoryczny i odpowiada w petni wymogom stawianym wobec rozpraw

doktorskich.

Zwracam sie do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Anny Adamskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

p.o. Kiefownik .
Zaktadu Farmakgjogii i Fitochemii

dr hab. n. me a Bogac:
, prof- nad-w. IWNIRZ
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego o wyréznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskie;j.
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