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RECENZJA

rozprawy doktorskiej p.t. ,,Analiza fitochemiczna oraz badanie aktywnosci biologicznej
nasion Scorzonera hispanica L. w komérkach raka piersi”, wykonanej przez mgr.
Karoling Lendzion, doktorantk¢ Szkoly Doktorskiej Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku, w Zakladzie Biotechnologii Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej UMB pod kierunkiem promotora — prof. dr. hab. Anny

Bielawskiej i promotora pomocniczego, dr hab. Agnieszki Gornowicz.

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, w oparciu
o art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.),

dotyczacy wymagan stawianym rozprawom doktorskim.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Lendzion to interdyscyplinarna praca badawcza plasujaca
si¢ w centrum nauk farmaceutycznych i skoncentrowana na zagadnieniu poszukiwania nowych
substancji biologicznie aktywnych. Rozprawa zostala przedstawiona w formie zbioru
opublikowanych 1 powigzanych tematycznie artykulow naukowych, opatrzonych
kilkunastostronicowym autoreferatem, co jest zgodne z wymaganiami ustawowymi
dotyczgcymi formy rozprawy doktorskiej (art. 187 pkt. 3) i wychodzi naprzeciw
najnowszym trendom w tym zakresie. Pierwsza z dwoch wchodzaeych w sklad rozprawy
publikacji jest artykutem przeglagdowym, a druga praca oryginalna. Warto zauwazy¢, ze obie
publikacje ukazaly si¢ w renomowanym anglojezycznym czasopismie International Journal of

Molecular Science, ktére ma zasieg miedzynarodowy i posiada wysoki wspolczynnik



oddziatywania, Impact Factor = 6.208. Jako ze czasopismo to jest recenzowane, nalezy
podkresli¢, ze przedstawiony w rozprawie material zostal pozytywnie oceniony i przyjety przez

srodowisko naukowe.

Autoreferat zostal uzupelniony spisem najwazniejszej literatury, obejmujacym 80 pozycji,
atakze oswiadczeniami wspélautorow i1 wykazem osiagnig¢ naukowych Doktorantki.
Z oswiadczen tych jednoznacznie wynika wiodacy wklad mgr Karoliny Lendzion
w powstanie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, wskazujac na jej

udziat w 85% i 55%, odpowiednio w publikacji przegladowej i oryginalne;.

Na szczegdlne uznanie zastuguje wybor tematyki rozprawy, ktora wiacza si¢ w ciagle aktualny
nurt poszukiwania nowych lekow przeciwnowotworowych, w tym wypadku szczegoélnie
w kontekscie raka piersi. Pomimo istotnych postepéw medycyny w zakresie jego leczenia,
nowotwor ten pozostaje wcigz niezaspokojong potrzeba medyczng i wszelkie dzialania majace
na celu znalezienie rozwigzan terapeutycznych, uzytecznych w jego zwalczaniu, sg potrzebne

1 zashuguja na poparcie.

Bardzo ciekawym jest takze wybor przedmiotu badan, jakim sa nasiona Scorzonera hispanica
L., czyli wezymordu czarny korzen. Roélina ta nalezy do rodzaju Scorzomera, ktoéry ma
ugruntowang pozycj¢ w medycynie tradycyjnej, z uwagi na swoje wlasciwosci odzywcze,
a takze skojarzenie z mozliwg aktywnoscig terapeutyczng w leczeniu rozmaitych schorzen.
Nowoczesne badania fitochemiczne i farmakologiczne pozwolily na identyfikacj¢ w skiadzie
roslin z rodzaju Scorzonera wielu substancji chemicznych o potencjale terapeutycznym, co
zostalo doskonale podsumowane przez Doktorantke w publikacji przegladowej
~Phytochemical Composition and Biological Activities of Scorzonera Species”, stanowiace]
pierwsza cze$¢ niniejszej rozprawy doktorskiej. W pracy tej zebrane zostaly systematycznie
wszystkie dostgpne aktualnie informacje pochodzace z badan naukowych, dotyczace analizy
sktadu oraz potencjalnej aktywnosci leczniczej surowcow roslinnych z rodzaju Scorzonera,
a takze izolowanych z nich poszczegolnych sktadnikéw chemicznych. Publikacja jest bardzo
szeroka i szczegdtowa, stanowiac istotny wklad w aktualny stan wiedzy na temat omawianego
rodzaju roslin. O ile zebrane wyniki badan przedstawiaja bardzo szerokie mozliwosci
terapeutyczne zwigzane z wykorzystaniem preparatéw pochodzacych z roslin z rodzaju
Scorzonera, wlacznie z aktywnoscia przeciwnowotworowa, wskazuja one réwniez jasno na
brak badan dotyczacych aktywnosci preparatow z gatunku Scorzonera hispanica wzgledem
nowotworu piersi. Pozwolilo to na identyfikacj¢ niszy badawczej, ktéra powinna byla by¢

i zostata wypelniona poprzez realizacje¢ badan w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej,



opisanych w drugim artykule oryginalnym. Szerokie prace eksperymentalne zostaly zawarte w
publikacji pod tytutem ,,LC-PDA-MS and GC-MS Analysis of Scorzonera hispanica Seeds and

Their Effects on Human Breast Cancer Cell Lines”.

Niekwestionowanym walorem ocenianej rozprawy jest mnogo$¢ technik badawczych
zastosowanych przez Doktorantke. Siggaja one od pozyskiwania materialu do badan
z surowcow roslinnych, rozmaitymi technikami, poprzez ocene¢ jego skladu jakosciowego
i ilodciowego, z uzyciem najnowoczesniejszych technik analitycznych, po badania biologiczne
oceniajgce zywotnos¢ komorek, a takze eksplorujgce biochemiczne mechanizmy dzialania,
z uzyciem nowoczesnych technik biologii molekularnej. Na podstawie zaprezentowanych
badan mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka opanowata techniki ekstrakcji, frakcjonowania
i pozyskiwania olejow oraz zapoznala si¢ z technikami chromatografii cieczowej
wysokosprawnej i chromatografii gazowej, sprzezonymi ze spektrometrig masowa, zarowno
w ujeciu jakosciowym jak i ilosciowym. Dla pozyskanego materiatu przeprowadzila badania
cytotoksycznosci, prowadzac hodowle komoérkowe i oceniajac zywotnos¢ komorek.
Przeprowadzita badania biosyntezy DNA, wigzania aneksyny V z uzyciem cytometrii
przeplywowej, czy wreszcie analizowala ekspresje bialek metoda western blot, oraz stezenie
wybranych bialek technikg ELISA. Wszystkie zastosowane techniki zostaly szczegoélowo

opisane w rozdziatach poswieconych metodyce, w publikacji drugie;.

Zaréwno szczegdtowo przedstawione przez Doktorantke w publikacji pierwszej tlo naukowe
rozprawy, jak i szeroko zaprezentowana w drugiej publikacji metodyka badawcza, swiadcza
jednoznacznie o Jej wysokiej ogélnej wiedzy teoretycznej w zglebianej dyscyplinie
naukowej, a co za tym idzie stanowig bardzo istotny przyczynek do spelnienia wymogu
zawartego w art. 187 pkt.1 Ustawy. Tak dobre i szerokie przygotowanie Doktorantki bylo
mozliwe dzigki pracy w $wietnym zespole naukowym prof. Anny Bielawskiej, a takze dzigki

szerokiej wspolpracy z innymi wybitnymi naukowcami z Wydzialu Farmaceutycznego UMB.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej nalezy

zaliczy¢:

- pozyskanie z nasion Scorzonera hispanica tacznie 12 preparatéw, stanowiacych zarowno

ekstrakty (SH1-3 i 8-10), jak i frakcje (SH4-7 1 11) oraz olej (SH12),

- oznaczenie skladu jakosciowego i ilosciowego tych preparatow, wskazujacego na obecnosc
zwigzkow z grupy flawonoidéw (w tym luteoliny i apigeniny), pochodnych kwasu chinowego

(w tym kwasoéw kawoilochinowego, dikawoilochinowego i trikawoilochinowego), kwasow



tluszczowych (linolenowego i palmitynowego) oraz fitosteroli, w tym B-sitosterolu, a takze 3.4-

dimetoksycynamonianu metylu, D-chiro-inozytolu i kwasu kawowego,

- stwierdzenie aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu metanolowego SH1 oraz frakcji eterowej
SH4 i chloroformowej SH11, wzgledem linii komérkowej MCF-7, a w przypadku frakcji SH11,
takze wobec linii MDA-MB-231. Najwyzsza aktywnoscia wykazata si¢ frakcja SH11, hamujgc
wzrost linii MCF-7 i MDA-MB-231 w stezeniach, odpowiednio 399.18 + 54.15 pg/mL i 781.26
+21.43 pg/mL,

- ustalenie, ze aktywnos¢ cytotoksyczna ekstraktu SH1 oraz frakcji SH4 i SH11 jest zwigzana
ze zdolnoscig do indukeji mitochondrialnego szlaku apoptozy, wptywem na ekspresj¢ biatek
zwigzanych z procesem apoptozy (BCL-2, Bax) i autofagii (ATGS5, LC3B) oraz dzialaniem
hamujgcym ekspresj¢ kinazy Akt oraz ERK1/2 w komoérkach raka piersi MCF-7.

- stwierdzenie aktywnosci przeciwzapalnej ekstraktu SH1 oraz frakcji SH4 i SH11, zwigzanej
z inhibicja cytokin prozapalnych IL-8 i TNF-a i zwi¢kszanie stezenia cytokiny przeciwzapalnej
IL-10 w komorkach raka piersi linii MCF-7.

Wskazane powyzej osiagniecia majg charakter nowatorski i w sposéb jednoznaczny
potwierdzaja, ze w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej dokonano sformulowania, a
nastepnie oryginalnego rozwiazania problemu naukowego, wypelniajac tym samym

wymagania art. 187 pkt. 2.

Uwazam, ze cafoksztalt przedstawionych przez Doktorantke wynikow oraz prawidlowo
przeprowadzona dyskusja dodatkowo potwierdzaja jej szeroka wiedz¢ teoretyczng w
zglebianej dyscyplinie naukowej, a takze wskazuja, ze wykazuje ona umieje¢tnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, wypelniajac tym samym calkowicie

wymagania art. 187, pkt. 1.

Umieszczone w koncowej czesci pracy wypunktowane wnioski oraz zwigzle streszczenie

dobrze oddajg najwazniejsze tezy pracy i ulatwiaja ich rekapitulacje.

Podkreslenia wymaga takze nienaganne przygotowanie ocenianej rozprawy, ktorej wysokiej

wartosci naukowej towarzyszy wysoka jakos¢ w zakresie edycji.

Podczas zapoznawania si¢ z tg bardzo interesujaca rozprawa nasunglo mi sig kilka pytan, ktore

moglyby postuzy¢ jako temat do dyskusji podczas obrony:



1. Stezenia aktywne skladnikow ekstraktow i frakcji wywolujace aktywnosé
przeciwnowotworowa zostaly w dysertacji przedstawione w formie mikrogram na
mililitr. Jakim mniej wigcej stezeniom molowym mogg one odpowiada¢, biorac pod
uwage $rednig mase molowg skladnikow? Jak te stezenia maja si¢ do wczesniej
opisanych w literaturze stezen aktywnych przeciwnowotworowo skladnikéw roslin z
rodzaju Scorzonera badanych pod katem aktywno$ci przeciwnowotworowej? Czy na tej
podstawie mozna by przedyskutowa¢ wrazliwos¢ raka piersi na sktadniki Sorzonera, w
poréwnaniu z innymi nowotworami?

2. W jakiej formie preparaty Scorzonera hispanica moglyby by¢ podawane pacjentowi,
aby zapewni¢ optymalny efekt wspomagajacy terapie raka piersi?

3. Jakie konkretnie substancje sktadowe ekstraktow i frakcji moga by¢ odpowiedzialne za
obserwowane dzialanie? Ktdra ich grupa moze by¢ ,najbardziej podejrzana” o takg
aktywnos¢?

4. Czy Doktorantka ma jakg$ koncepcje dotyczaca mozliwego molekularnego punktu
uchwytu skladnikéw badanych ekstraktow i frakcji? Poprzez interakcje z jakimi celami
biologicznymi mozliwe jest uzyskanie obserwowanych zmian w ekspresji bialek

proapoptotycznych i cytokin zapalnych?

Reasumujac, stwierdzam, 2ze oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalny
i indywidualny wklad Doktorantki w rozwéj dyscypliny nauk farmaceutycznych,
stanowiac wazne uzupelnienie badan wczesniejszych oraz inspiracje do dalszych eksploracji w
poruszanym temacie. Tak jak wyzej szczegétowo wskazatem, spelnia ona wszystkie

wymagania zawarte w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.).

Majac na uwadze wszystko powyisze, z pelnym przekonaniem skladam wniosek o
przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Lendzion i dopuszczenie jej do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

Co wiecej, z uwagi na wysoka wartos$é¢ przedlozonej dysertacji, zaawansowang metodyke
badawczg, oryginalno$¢ wynikéw oraz fakt calosciowego opublikowania w renomowanym
czasopi$mie o wysokim wspélczynniku oddzialywania, skladam takze wniosek o jej

wyroznienie.







