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Od wprowadzenia do lecznictwa pierwszego leku syntetycznego — aspiryny mingto
dopiero 123 lata. To czas bardzo kréotki w dziejach ludzko$ci. Do tego momentu ludzie leczyli
si¢ tylko substancjami pochodzenia naturalnego. W czasie tych 123 lat przemyst
farmaceutyczny rozwinagt si¢ bardzo szybko. Mamy aktualnie na rynku wrgcz niewyobrazalnie
duzg liczbg lekow syntetycznych a pomimo tego wcigz wracamy do natury. Dlaczego? Bo
stanowi dla nas zaréwno zrodto lekdw, jak i inspiracje do projektowania nowych substancji
aktywnych.

Poszukujac wcigz nowych substancji o roznorodnej aktywnosci naukowcy poddaja badaniom
rosliny zaréwno te bardziej znane i popularne, jak 1 te, o ktorych istnieniu jeszcze 10 lat temu
nie mowito si¢ wcale. Jedna z roslin, dos¢ pdzno poznanych w naszym kraju, jest skorzonera.
Inaczej nazywana jest wezymordem, z uwagi na historyczne stosowanie jako antidotum na jad
zmii, zimowymi szparagami z uwagi na smak jak tez ze wzgledu na wyglad czarnym
korzeniem. Skorzonera (Scorzonera hispanica) w Polsce jest rzadko uprawiana a szkoda,
poniewaz korzen stanowi zrodio biatka, blonnika pokarmowego, thuszczow, weglowodanow.
Zawiera wiele witamin w tym witaming A, E, K oraz witaminy z grupy B. Dodatkowo,
skorzonera nalezy do warzyw niskokalorycznych, co czyni jg jeszcze bardziej atrakcyjng. Nie
dziwi wigc fakt szerszego zainteresowania wilasciwosciami tego warzywa. Dotychczas cala
uwaga byta skupiona na korzeniu, brak jest natomiast danych na temat sktadu chemicznego
1 wlasciwosci biologicznych wyciagdw pozyskanych z nasion. Stato si¢ to przyczynkiem do
powstania prezentowanej rozprawy doktorskiej pani Karoliny Lendzion. Jest to kolejna praca
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nowych surowcow roslinnych, ktére moga by¢ wykorzystane w prewencji/leczeniu
NOWotworow.

Praca doktorska Pani Karoliny Lendzion zostala przedstawiona do recenzji w formie
cyklu dwodch publikacji opublikowanych w latach 2021-2022, w wysokoimpaktowym
czasopismie [International Journal of Molecular Science o lacznym wspdlczynniku
oddziatywania IF = 12,416 co odpowiada 280 pkt MNiSW/MEIN, opatrzonych 12 stronicowym
komentarzem w jezyku polskim. Prace maja charakter opracowan wieloautorskich. W obu
Doktorantka jest pierwszym autorem. Dotaczone do komentarza oswiadczenia wspotautorow
wskazuja na dominujgcy udziat Doktorantki w wykonaniu badan oraz tworzeniu manuskryptow
(55 1 85%). Komentarz zawiera Wykaz stosowanych skrotow, Wykaz publikacji bedgcych
podstawqg rozprawy doktorskiej, Wprowadzenie, Cel pracy, opis stosowanych metod
1 materialow, omowienie wynikow, Whioski, Literature, Streszczenmie w jezyku polskim
1 angielskim. Na koncu Doktorantka umiescita oSwiadczenia autoréw prac oraz ankiet¢ dorobku
naukowego. Komentarz jest napisany poprawnym jezykiem. Oparty jest na 80 pozycjach
literaturowych, wtasciwie dobranych i cytowanych.

W cze$ci wprowadzajacej Autorka opisuje cele molekularne w terapii przeciwnowotworowe;j,
wskazuje na celowos$¢ badania surowcow roslinnych pod katem ich zastosowania w terapii
nowotworow oraz charakteryzuje aktywnos¢ biologiczng gatunkéw z rodzaju Scorzonera L.
Ta czg$¢ pracy w sposob wyczerpujacy uzasadnia trafno$¢ podjetej tematyki badawcze;.
Celem pracy mgr Karoliny Lendzion byto:

e otrzymanie oleju, ekstraktow i frakcji z nasion Scorzonera hispanica,

e analiza jakosciowa i iloSciowa sktadu chemicznego oleju oraz ekstraktow i frakcji

z nasion S. hispanica z wykorzystaniem technik GC-MS oraz LC-PDA-MS a takze

e ocena aktywnosci biologicznej oleju oraz otrzymanych ekstraktow wobec komorek raka
piersi: estrogenozalezych komorek MCF-7 1 estrogenoniezaleznych komorek linii

MDA-MB-231.

Ekstrakty z nasion przygotowano w dwdch oddzielnych procedurach. Pierwsza polegata
na ekstrakcji surowca wspomaganej ultradzwickami. Kazdy z ekstraktow przygotowano
poprzez pigciokrotne wytrawianie surowca ekstrahentem, ktorym byt metanol, 50% metanol,
woda oraz 70% aceton. Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskano odpowiednie ekstrakty.
Druga procedura ekstrakcyjna polegata na wykorzystaniu aparatu Soxhleta. Rozdrobniony
surowiec poddano ekstrakcji ciggltej benzyna, a nastepnie chloroformem. Po ekstrakcji

surowiec wysuszono 1 ekstrahowano pod chtodnica zwrotng kolejno metanolem 1 50%



metanolem. Potaczone ekstrakty odparowano 1 zawieszono w wodzie. Nastepnie, wykonano
ekstrakcji ciecz-ciecz rozpuszczalnikami o rosngcej polarnosci: chloroformem, eterem
dietylowym, octanem etylu i n-butanolem. Wodna pozostatos$¢ przefiltrowano i stanowila ona
dodatkowg frakcj¢. Otrzymane ekstrakty i frakcje poddano nastgpnie liofilizacji. Olej z nasion
Skorzonera hispanica, uzyskano w wyniku trzykrotnego tloczenia na zimno porcji nasion.
Nastepnie produkt odwirowano 1 oddzielono od osadu. Zastosowanie rdéznych
rozpuszczalnikéw zaré6wno polarnych, jak i niepolarnych pozwolito na otrzymanie ekstraktow
o okreslonym sktadzie chemicznym.

Kolejnym etapem pracy byta analiza metodami chromatograficznymi sktadu chemicznego
ekstraktow, frakcji i oleju z nasion Scorzonera hispanica. Do analizy fitochemicznej ekstraktow
i frakcji alkoholowych, wodnej, eterowej i acetonowej uzyto techniki LC-PDA-MS.
Potwierdzono obecno$¢ w ekstraktach i frakcjach kwasow fenolowych, kwasu p-kumarowego,
a takze flawonoidow (apigeniny i luteoliny) zaréwno w formie wolnej, jak 1 zwigzane;j.
Ilosciowo najbardziej bogata we flawonoidy i pochodne kawoilochinowe okazata si¢ frakcja
eterowa.

Do oceny sktadu produktow lipofilnych otrzymanych z surowca wykorzystano technike GC-
MS. Wykazano, ze gtéwnymi skladnikami oleju sg kwasy tluszczowe (w tym nienasycone:
linolenowy i oleinowy a takze nasycony kwas palmitynowy,) oraz 3-sitosterol. Znaczng ilo$cia
D-chiro-inozytolu oraz kwasu kawowego charakteryzowal si¢ ekstrakt metanolowy.
Najbardziej znaczaca czes¢ sktadu produktu otrzymanego poprzez ekstrakcje benzyng stanowit
kwas linolenowy. Gtownym zwigzkiem wchodzacym w sktad ekstraktu chloroformowego byty
kwas linolenowy oraz glicerol. Dominujacym sktadnikiem frakcji chloroformowej ekstraktu
metanolowego byt 3,4-dimetoksycynamonian metylu. We frakcji tej stwierdzono rowniez
znaczace ilosci kwasu ferulowego i linolenowego.

Kolejnym etapem badan byla ocena aktywnosci cytotoksycznej ekstraktéw oraz
poszczeg6lnych frakcji, jak tez oleju uzyskanego z nasion wobec dwoch linii komoérek raka
piersi MCF-7 oraz MDA-MB-231. Do badan wykorzystano metod¢ Carmichaela z u zyciem
soli tetrazolowej MMT. Dodatkowo oceniono wptyw otrzymanych produktéw z nasion na
proces biosyntezy DNA poprzez pomiar [*H]-tymidyny wbudowanej do DNA komérek. Celem
stwierdzenia selektywno$ci dzialania badania prowadzono rowniez na linii komorek
prawidlowych — fibroblastach skory ludzkie;.

Uzyskane wyniki badan skriningowych pozwolily na wytypowanie 3 najbardziej aktywnych
produktéw do dalszych badan. Zastosowano stezeniach odpowiadajgce wartosciom ICos oraz

1Cs0 uzyskanym w tescie MTT. Zwigzkiem referencyjnym byta Cisplatyna uzyta w stezeniach



501 100 uM. Najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych wykazata
frakcja chloroformowa. Co prawda uzyskane wartosci ICso sa do$¢ wysokie, ale w wigkszos$ci
przypadkéw ekstrakty roslinne charakteryzuja si¢ znacznie nizszga aktywnoS$cig niz leki
syntetyczne czy poszczegolne zwigzki izolowane z roslin. Wynikac to moze z faktu obecnosci
w ekstraktach/frakcjach innych zwigzkow chemicznych, czgsto niezidentyfikowanych,
o dzialaniu antagonistycznym.

Kolejno, dokonano oceny wplywu badanego ekstraktu i frakcji (SH1, SH4, SH11) na proces
indukcji apoptozy w komorkach raka piersi MCF-7 wykorzystujac technike cytometrii
przeplywowej. Ponadto, oceniono ekspresje wybranych biatek zwigzanych z procesem
apoptozy (Bax, BCL-2) i autofagii (LC3B, ATGS), a takze bioracej udziat w migracji, adhezji
1 apoptozie komorek - kinazy FAK. Zbadano wptyw ekstraktu SH1 i frakcji SH4 i SH11 na
stezenie biatek uczestniczacych w szlakach sygnatowych komorki — kinazy biatkowej B (Akt)
1 kinazy regulowanej sygnatem zewnatrzkomorkowej ERK1/2, a takze wybranych cytokin
prozapalnych: czynnika martwicy nowotworéw o (TNF-0) i interleukiny-8 (IL-8), oraz
przeciwzapalnej interleukiny-10 (IL-10).

Na podstawie uzyskanych wynikoéw Doktorantka stwierdzita, ze ekstrakt metanolowy SH1 oraz
frakcje: eterowa SH4 1 chloroformowa SHI1 wykazuja zdolno$¢ do indukcji
mitochondrialnego szlaku apoptozy, wptywaja na ekspresje¢ bialek zwigzanych z procesem
apoptozy (BCL-2, Bax) i autofagii (ATGS, LC3B) oraz wykazuja dziatanie hamujace na
ekspresj¢ kinazy Akt oraz ERK1/2 w komoérkach raka piersi MCF-7. Dodatkowo, wykazuja
dziatanie przeciwzapalne hamujac aktywnos$¢ cytokin prozapalnych IL-8 i TNF-a 1 zwigkszajac
stezenie cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w komorkach raka piersi linit MCF-7.

Uzyskane wyniki daly podstawe do sformutowania wniosku koncowego, iz nasiona Scorzonera
hispanica sa obiecujagcym surowcem ro$linnym o szerokim spektrum potencjalnych
zastosowan, ktére moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w terapii wspomagajacej leczenie
raka piersi. Jednocze$nie mgr Karolina Lendzion stwierdza bardzo stusznie, Ze konieczne sg
dalsze poglebione badania zwtaszcza bezpieczenstwa stosowania nasion i produktéw z nich
powstatych.

Stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata wszystkie postawione cele.

Przeprowadzita bardzo szeroki, kompletny panel badan, ktéore pozwolity na wyciagniecie
miarodajnych wnioskéw, co do aktywnos$ci cytotoksycznej produktéw z nasion skorzonery
1ich potencjalnego zastosowania w prewencji nowotworow.

Jedyna uwaga jak nasune¢ta si¢ podczas recenzji przedstawionej rozprawy doktorskiej dotyczy

faktu, iz majac do dyspozycji wyniki badania sktadu poszczegolnych frakcji, ekstraktow i oleju



Doktorantka nie sprobowata powigza¢ opisanej aktywnosci wobec linii komorkowych ze
sktadnikami badanych probek. Dlaczego?

Podsumowujac, uwazam, iz praca mgr Karoliny Lendzion jest przyktadem dobrze
zaplanowanej 1 wykonanej pracy badawczej. Autorka wykazata si¢ duzg wiedza, umiejetnoscia

wyciggania wnioskow z prowadzonych interdyscyplinarnych badan.

Rozprawa doktorska Pani Karoliny Lendzion w pelni spelnia wymagania stawiane tego
typu rozprawom naukowym, dlatego wnosz¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o nadanie mgr Karolinie Lendzion stopnia
doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.

Jednoczesnie, z uwagi na wysoki poziom rozprawy doktorskiej, nowatorstwo
1 wielodyscyplinarno$¢ przedstawionych badan pragneg rekomendowac rozprawe doktorskg mgr

Karoliny Lendzion do wyrdznienia.



