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»Aktywnosc cytotoksyczna ekstraktow i gtéwnych metabolitoéw wtérnych nasion
czarnuszki siewnej Nigella sativa”
wykonanej przez mgr Anne Adamska
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Wydziatu Farmaceutycznego Gdarnskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem
prof. dr hab. Renaty Ochockiej

Tematyka pracy doktorskiej pani mgr Anny Adamskiej dotyczyta badania aktywnosci
cytotoksycznej ekstraktdw i gféwnych metabolitow wtérnych pozyskanych z nasion Nigella
sativa L. — czarnuszki siewnej, gatunku nalezacego do rodziny Ranunculaceae (Jaskrowate).

Nigella sativa L. jest od dawna znang rosling uzytkowa, ktérej nasiona lub olej z nich
ttoczony, stosowane sg w przemysle spozywczym, jako przyprawa i Srodek konserwujgcy
zywno$¢ oraz stosowane sg w przemysle kosmetycznym.

N. sativa nie dostarcza jednak substancji ani przetworéw farmakopealnych, co bytoby
istotne z farmaceutycznego punktu widzenia. Nie mniej jednak, N. sativa jest rosling
leczniczgy, popularng w réznych tradycyjnych systemach medycyny w leczeniu wielu choréb
i dolegliwosci, w tym astmy, zapalenia oskrzeli, stanéw zapalnych oraz w chorobach
skornych.

Nalezy pamietac, ze wiele wspdtczesnie stosowanych lekéw syntetycznych ma swoje
pierwowzory w metabolitach rodlinnych. W wielu osrodkach naukowych polskich
i zagranicznych prowadzone sg badania roslin leczniczych z zastosowaniem nowoczesnych
metod. Badania te skupiajg sie na wiasciwosciach leczniczych, potencjale, mechanizmie
dziatania, ocenie bezpieczeristwa i badaniach toksykologicznych roslin, co czyni lek
pochodzenia roslinnego lepiej poznanym i bardziej bezpiecznym dla pacjenta.

Z przedstawionego przez Doktorantke obszernego przegladu pismiennictwa naukowego
wynika, ze N. sativa jest gatunkiem budzacym zainteresowanie wielu badaczy z medyczno-
farmaceutycznego obszaru i jest gatunkiem badanym w szerokim zakresie jego dziatan
farmakologicznych, ktére moga obejmowac leki przeciwcukrzycowe, przeciwnowotworowe,
immunomodulujace, przeciwbolowe, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne,
spazmolityczne, hepato-, nefro- i gastroprotekcyjne. Wykazano réwniez, 7e wiekszo$¢
wtasciwosci terapeutycznych N. sativa wynika z obecnosci tymochinonu, ktéry jest gléwnym
bioaktywnym skfadnikiem olejku eterycznego pozyskiwanego z tego gatunku. Udowodniono
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takze, Ze poza tymochinonem, aktywnym zwigzkiem nasion N. sativa jest saponina
trojterpenowa - a-hederyna. Ma ona wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwartretyczne,
przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe. Ponadto ma wtasciwosci przeciwpasozytnicze
i przeciwgrzybicze oraz jest srodkiem desmutagennym i hepatoprotekcyjnym.

Zebrane i opracowane przez Doktorantke dane dotyczace chemizmu nasion N. sativa,
przedstawione w czeéci teoretycznej pracy doktorskiej, wskazuja na mozliwo$é wielu
zastosowan leczniczych, nasion badZ oleju z nich otrzymanego. Sposréd tych wielu
znaczacych dziatan biologicznych Doktorantka skupita sie w swojej pracy doktorskiej gtéwnie
na badaniach aktywnosci cytotoksycznej wyciggdw z tego materiatu roslinnego.

Uwazam, ze wybor taki jest stuszny i uzasadniony, gdyz w doniesieniach naukowych nie
ma wystarczajgcej wiedzy dotyczgcej aktywnosci przeciwnowotworowe;j:

(i) wyciggdw z nasion N. sativa;
(ii) metabolitéw wtérnych z grupy saponin tréjterpenowych,

a przede wszystkim nie ma doniesieri na temat wpltywu a-hederyny na linie komérkowa
SKOV -3 ludzkiego raka jajnika, co wskazuje, ze wyniki uzyskane ww. badaniach sa
elementem nowosci tej pracy.

Rak jajnika jest jednym z najgrozniejszych ginekologicznych nowotworéw,
a zachorowalnos$¢ na ten typ nowotworu wcigz roénie. Ponadto, stosowane w terapii
nowotworu jajnika metody i chemioterapia sa wcigz niewystarczajace, ze wzgledu na szybko
rosngca wobec nich opornos$¢ komdrek nowotworowych. Tak wiec poszukiwanie i badania
molekut dziatajgcych w tym kierunku sg potrzebne i w petni uzasadnione.

Co istotne, Doktorantka podjeta sie réwniez:

(i) poznania mechanizmu aktywnosci cytotoksycznej a-hederyny na linii komérkowej raka
jajnika SKOV-3.

(ii) oszacowania aktywnosci cytotoksycznej ekstraktéw oraz metabolitéw wtérnych nasion
N. sativa na linii komorkowej raka szyjki macicy Hela i nienowotworowej linii komérek
ludzkich keratynocytéw (HaCaT).

Doktorantka postawita w pracy réwniez cztery posrednie cele, w ktérych podjeta sie:

(i) oceny wptywu sposobéw ekstrakcji nasion N. sativa na aktywnosé cytotoksyczng
uzyskanych ekstraktow i frakcji.

Rozwazanie tej kwestii jest bardzo istotne, ale uwazam, ze w odniesieniu do wydajnosci
sposobu ekstrakcji materiatu roslinnego, a nie bezposrednio do badan aktywnosci
cytotoksycznej. Im wigcej jest w wyciggu lub we frakcji zwiazku o dziataniu cytotoksycznym,
tym dziatanie to bedzie silniejsze. Dlatego prosze Doktorantke o przedyskutowanie tego
dodatkowego celu pracy podczas obrony.



(i) poréwnania klasycznej metody badania aktywnosci cytotoksycznej MTT z systemem
RTCA.

Dokonanie analizy poréwnawczej wynikéw badan cytotoksycznosci ekstraktow i frakgji
z nasion N. sativa tymi dwiema metodami ma duze znaczenie poznawcze.

(iii) opracowania metody regeneracji E- ptytek w systemie RTCA -

co uwazam za bardzo wazne z punktu widzenia zredukowania kosztéw badan oraz ochrony
srodowiska;

(iv) analizy metabolitdw z grupy saponin tréjterpenowych i oznaczenia zawartoéci ao-
hederyny w wybranych frakcjach oraz ekstraktach z nasion N. sativa.

Jest to istotny cel, gdyz uzupetnia aktualng wiedze o chemizmie nasion N. sativa.

Przedstawiona do recenzji praca ma klarowng strukture i napisana jest bardzo dobrze
pod wzglgdem stylistycznym i jezykowym. Rozprawa liczy 142 strony tekstu. Zachowane sa
w niej prawidtowe proporcje pomiedzy poszczegdlnymi jej czesciami.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich z klasycznym podziatem na:

(i)  Wykaz skrotéw.
(i)  Streszczenie.
(iii) Abstract.

(iv) Czes¢ teoretyczng wprowadzajgca w temat pracy, podzielong na 3 dzialy. Pierwszy
przedstawia charakterystyke botaniczng badanego gatunku obejmujaca: systematyke,
wystgpowanie i morfologie, sktad chemiczny, znaczenie, wtasciwosci farmakologiczne
i zastosowanie lecznicze, aktywnos$¢ biologiczng ekstraktéw z N. sativa oraz a-
hederyny. Drugi dziat dotyczy badania cytotoksycznosci ekstraktéw i metabolitow
roslinnych w warunkach in vitro i obejmuje: metody badania cytotoksycznosci oraz
zastosowanie elektrycznej impedancji i systemu Real-Time Cell Analysis. W trzecim
dziale Doktorantka omawia linie komérkowa raka jajnika SKOV-3 oraz etiologie,
diagnostyke, terapie i ryzyko zachorowalnosci na raka jajnika.

Ta cze$¢ pracy jest przygotowana bardzo dobrze pod wzgledem merytorycznym. Autorka

szczegotowo przedstawia w niej zagadnienia naswietlajace zakres tematyczny podjetych

badan.

(v)  Cel pracy z uzasadnieniem podjetych przez Doktorantke badan.

(vi) Czgs¢ doswiadczalng zawierajacg materiat i metodyke badawczg.

Rozdziat ten zostat opracowany przejrzyécie i zawiera doktadne opisy stosowanych
w badaniach: aparatury, odczynnikéw, linii komérkowych i metod, co jest istotne dla oceny
rzetelnosci i powtarzalnosci przeprowadzonych badan.



(vii) Wyniki i dyskusje.

W rozdziale tym Doktorantka przeprowadzita szczegétowa analize uzyskanych wynikéw
i podjeta dyskusje odnoszac wiasne wyniki do tych znanych z piémiennictwa. Dowiodta, ze
ekstrakty oraz metabolity wtérne uzyskane z nasion czarnuszki siewnej hamuja proliferacje
badanych linii komdrek nowotworowych SKOV-3 i Hela oraz nienowotworowej linii komérek
ludzkich keratynocytéw. Ponadto wykazata, ze a-hederyna dziata cytotoksycznie wobec
komorek SKOV-3, a ich proliferacja jest silnie hamowana w zaleznosci od dawki i czasu.
W komérkach SKOV-3 Doktorantka zaobserwowata cechy biochemiczne i morfologiczne
specyficzne dla apoptozy, co wskazuje ze typem $mierci komorkowe;j indukowanej przez a-
hederyng jest apoptoza, a znaczacg role w tym procesie odgrywa wewnetrzny szlak
mitochondrialny.

Doktorantka wykazafa réwniez, ze nasiona czarnuszki siewnej, polskiego pochodzenia,
zawierajg pochodng hederageniny: 3-O-[B-D-ksylopiranozylo-(1->3)-a-L-ramnopiranozylo-
(192)-a-L—arabinopiranozylo]-28-O—[a—L-ramnopiranozylo-(194)-B-D—glukopiranozylo-196)-
B-D-glukopiranozyd]-hederagenine.

Poréwnawcze badania cytotoksycznosci wykonane metodami MTT oraz RTCA dostarczyty
poréwnywalnych i uzupetniajacych sie wynikéw.

(viii} Podsumowanie.
Podsumowanie przedstawiono w sposéb  uporzadkowany zgodny z uktadem
zaprezentowanym w metodyce badan.

(ix)  Wnioski.
Do tego rozdzialu mam uwage - przedstawione w nim wnioski powinny by¢ bardziej
precyzyjnie sformutowane. W wiekszosci sg one podsumowaniem najwazniejszych wynikow.

(x)  PiSmiennictwo.

Cytowane w pracy pismiennictwo naukowe mieéci sie w granicach lat 1986-2018,
ze znaczacym zwigkszeniem liczby publikacji wydanych po 2000 roku. Piémiennictwo jest
wiasciwie dobrane i cytowane, obejmuje 230 naukowych pozycji literaturowych.

(xi)  Woykaz ilustracji i tabel.

Praca jest bogato udokumentowana rycinami (38) i tabelami (21), co wyczerpujgco
i przejrzyscie prezentuje przeprowadzone badania biologiczne i fitochemiczne. Ponadto,
tabele i ryciny umieszczono w tekscie, co znacznie ufatwia korzystanie z nich w trakcie
czytania.

Doktorantka przeprowadzita réwniez analize statystyczna uzyskanych wynikow stosujac
odpowiednie testy w zaleznosci od badanego zagadnienia.

Na podkreslenie zastuguja zastosowane w pracy techniki badawcze (System Real Time
xCELLigence (RTCA), cytometria przeptywowa, testy biologiczne, HPLC-DAD, NMR,



mikroskopia fluoroscencyjna), ktére sa nowoczesne i odpowiadajg wspétczesnym
wymaganiom dla tych kierunkéw poszukiwan.

Poza wnikliwg dyskusjag potaczong z omodwieniem wynikdw, istotnymi zaletami
recenzowanej pracy sa:

1. Element nowosci - Doktorantka dowiodta, ze w linii komérkowej raka jajnika SKOV-3 pod
wptywem dziatania a-hederyny, dochodzi do indukcji procesu apoptozy. Wynik ten
Doktorantka uzyskata przeprowadzajac badania zmian potencjatu mitochondrialnego,
okreslajac spadek aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2, okreélajgc aktywnogé
kaspaz-3/7 i -8/9 oraz badajac zahamowanie fazy cyklu komérkowego w komérkach linii
SKOV-3. Wskazano réwniez, ze znaczaca role w tym procesie odgrywa wewnetrzny szlak
mitochondrialny.

2. Opracowanie metody regeneracji E- ptytek w systemie RTCA.

3. Poszerzenie aktualnego stanu wiedzy na temat chemizmu nasion Nigella sativa L.

4. Uwazam takze, Ze bardzo istotna zaletg pracy jest zastosowanie we wszystkich
przeprowadzonych przez Doktorantke badaniach metod alternatywnych (zgodnie
z Dyrektywa Rady nr 86/609/EEC).

5. Ponadto, cze$¢ wynikow badari zostata juz opublikowana w czasopismach
o miedzynarodowym zasiegu. S3 to dwie oryginalne eksperymentalne prace z 2016 i 2019
roku, odpowiednio w czasopismach Biotechniques (IF 2,030) i Molecules (IF 3,060),
o0 znaczacych wspétczynnikach oddziatywania oraz praca przegladowa opublikowana
w Postepach Fitoterapii w 2016 roku.

Natomiast odnoénie uwag do pracy, zauwazono drobne btedy edytorskie i nieliczne
literédwki, ktére nie wptywaja na merytoryczng warto$¢ pracy.

Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym poprosi¢ Doktorantke o odniesienie sie
do wymienionych wczesniej w recenzji uwag oraz przedyskutowanie nastepujacych
zagadnien:

1. W pracy naukowej, jakg jest rozprawa doktorska, nie wskazano autora nazwy naukowej
badanego gatunku rosliny. Kto jest autorem nazwy Nigella sativa i jaki dokument reguluje
naukowe nazewnictwo botaniczne?

2. Podajac systematyke gatunku oparto sie na systemie Cronquista. Nie podano daty
cytowanego zrodta i nie podano kiedy powstat cytowany w pracy system klasyfikacji
roslin. Dlaczego przedstawiajac systematyke badanego gatunku nie odniesiono sie,
chociaz krétko, do systemu APG IV (2016)?

3. Z przedstawionego w pracy pismiennictwa naukowego wynika, ze tymochinon, zwigzek
obecny w nasionach N. sativa, jest czynnikiem cytostatycznym wobec komérek wielu
typow nowotworéw, w tym wobec raka jajnika. Czy prowadzone byty badania
tymochinonu wobec linii komérkowej raka jajnika SKOV-3? Jedli nie to dlaczego nie
podjeto sie takich badar w niniejszej pracy?



Reasumujac, uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan znaczaco poszerzyty aktualny stan
wiedzy na temat:

1) aktywnosci biologicznej nasion Nigella sativa L. oraz mechanizmu cytotoksycznego
a-hederyny w stosunku do komérek ludzkiego raka jajnika SKOV-3,
2) zwigzkdéw naturalnych pochodzenia roslinnego.

Rozprawa doktorska pani mgr Anny Adamskiej zawiera element nowosci naukowej, jest
dobrze zaplanowanym oryginalnym zagadnieniem naukowym. Tematyka pracy jest aktualna
i istotna w aspektach badan zwigzkéw naturalnych o potencjale terapeutycznym w materiale
roslinnym. Wskazuje na szeroka wiedze teoretyczng Doktorantki w reprezentowanej
dyscyplinie naukowej, umiejetnos¢ prowadzenia prac eksperymentalnych oraz wiasciwg ich
oceng.

Tak wigc, wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Anny Adamskiej pt. ,Aktywnos¢ cytotoksyczna ekstraktéw i gtéwnych metabolitéw wtérnych
nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa” spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim
okreslone w Art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 27 wrzesnia 2017 r. (Dz.U. 2017 r., poz. 1789) oraz w Ustawie
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. 2018 r., poz. 1668).

Przedstawiam zatem Radzie Nauk Farmaceutycznych Gdarskiego Uniwersytetu
Medycznego wniosek o dopuszczenie pani mgr Anny Adamskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK

Prof. dr hab. n. farm. Agnieszka Pietrosiuk

Warszawa, 20 lutego 2020 r.
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Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyréznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskie;j.
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