Katedra i Zaktad Farmakognozji z Pracownig Roélin Leczniczych

UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO w LUBLINIE
ul. Chodiki 1, 20-093 Lublin
tel./fax +48 81 448 7080; e-mail: gzgorka@pharmacognosy.org

Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Magdaleny Kulig

pt.
»ocena aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwinfekcyjnej sktadnikéw olejku
eterycznego z Citrus hystrix D.C.",

zrealizowanej w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagielloiskiego - Collegium Medicum w Krakowie

Promotor naukowy: dr hab. Irma Podolak
Pomocniczy promotor naukowy: dr Agnieszka Galanty

1. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

1.1. Trafnoéé podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnos$é

Problematyka badawcza zawarta w dysertacji doktorskiej Pani mgr Magdaleny Kulig
obejmowata w wiodacym zakresie ocene {na modelach doswiadczalnych in vitro) aktywnosci
przeciwnowotworowej i przeciwdrobnoustrojowej olejku eterycznego, otrzymanego
metodg hydrodestyiacji z owocni gatunku cytrusa Citrus hystrix D.C. (OECh),
oraz jego dominujacych sktadnikdw: D-limonenu, B-pinenu oraz terpinen-4-olu. Badano
takze dziatanie pro- i przeciwzapalne OECh i ww. zwigzkéw terpenowych oraz ich wptyw
na aktywnos$¢ enzyméw: tyrozynazy i hialuronidazy, odgrywajacych istotna role w procesach
fizjologicznych, zachodzgcych w skdrze. Ponadto, wykonano podstawowa analize jakosciowy
i ilosciowg OECh z wykorzystaniem sprzezonych techniki chromatograficznych (GC, LC)
i spektroskopowych (PDA, MS)}. Prace doswiadczalne prowadzono w ramach kooperacji
z japonskg firmg Apipol Farma Japan z Tokio, ktora dostarczyta OECh do badan.

Cele naukowe dysertacji zostaty zrealizowane przez Autorke w oparciu o szczegdtowa
analize danych literaturowych, ktdra zaprezentowano w czesci rozprawy opatrzonej tytutem
SWstep teoretyczny”. Obejmowata ona m.in. charakterystyke chemizmu i aktywnosci
biologicznej sktadnikéw wystepujacych w substancjach i przetworach rodlinnych
otrzymywanych 2z gatunkdw roélin naleigcych do rodzaju Citrus L, w tym
C. hystrix. Ze wzgledu na tematyke prowadzonych badan, przeglad danych z pismiennictwa
naukowego odnosit sie w szerokim zakresie do cytrusowych olejkow eterycznych. Autorka
dysertacji zaprezentowata tabelaryczne zestawienia fitoskiadnikéw, zidentyfikowanych
we frakcjach olejkowych réinych gatunkéw, odmian oraz hybryd miedzygatunkowych
cytrusow. Przedstawita takie dane literaturowe odnoszace sie do badan aktywnosci
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przeciwnowotworowej, przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej oraz melanotropowej
(zwigzanej ze zdolnoscia inhibicji enzymu tyrozynazy), wykazywanej zaréwno przez zespoty,
jak i pojedyncze skiadniki olejkow cytrusowych. Na podstawie zgromadzonych danych
z piémiennictwa, uwzgledniajac nieliczne badania fitochemiczne i biologiczne, prowadzone
dla frakcji olejkowej owocow C. hystrix oraz jej terpenowych komponentéw, moina
stwierdzi¢, ze problematyka badawcza realizowana przez Pania mgr Magdaleng Kulig posiada
niewatpliwy aspekt oryginalnosci naukowej. Dotyczy to zwlaszcza przeprowadzonych badan
aktywnosci  cytostatycznej OECh na ludzkich liniach komérek nowotworowych
i referencyjnych liniach komérek prawidtowych, a takze oceny hamujacego wpltywu OECh
na aktywnosc enzymu tyrozynazy.

1.2. Ocena kluczowych rezultatéw badas i ich znaczenie dia nauki i praktyki

Gtowne wyniki badan eksperymentalnych, przeprowadzonych w ramach niniejsze)
dysertacji doktorskiej, odnosz3 sig do oceny biologicznych efektéw OECh i jego sktadnikow
w warunkach in vitro. Badania aktywnosci biologicznej poprzedzita analiza fitochemiczna
OECh, obejmujagca oceng skiadu jakosciowego oraz zawartoéci  poszczegdlnych
komponentéw  olejkowych  metoda chromatografii gazowej (GC), sprzgzonej
ze spektrometriag mas (MS). Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono, ze dominujace
iloéciowo zwiazki w OECh stanowia D-limonen, B-pinen oraz terpinen-4-ol. Potwierdzito to
wczeéniejsze doniesienia literaturowe, dotyczace badan fitochemicznych frakcji olejkowych
z owocéw C. hystrix, pozyskanych z drzew rosnacych na obszarze Tajtandii. Dodatkowym
elementem badan fitochemicznych byta ocena toksykologiczna OECh pod katem obecnosci
fotosensybilizujacych zwiazkéw z grupy furanokumaryn. Analiza, przeprowadzona metoda
TLC i HPLC z detekcja UV oraz wykorzystaniem substanciji referencyjnej (bergamotyny),
hie potwierdzita obecnosci fototoksycznych zwigzkéw furanokumarynowych i, tym samym,
udokumentowata bezpieczenistwo stosowania OECh, otizymanego metoda destylacji z parg
wodna, jako potencjalnego $rodka dermatologicznego.

W badaniach biologicznych OECh i jego sktadnikéw zastosowano modele komdrkowe,
ktére odzwierciedlaty okreélone typy schorzer skéry, w tym te o etiopatogenezie
nowotworowej (czerniak o réznym stopniu rtoéliwosci), drobnoustrojowej (infekcje grzybicze
i bakteryjne) czy zapalnej, zwigzanej ze zwiekszong aktywnoscig hialuronidaz
i nastepczym wzrostem przepuszczalnosci tkanki tacznej oraz promowaniem migracji
patogennych drobnoustrojéw z wrét zakazenia w glab skory i sasiadujacych tkanek.

Wyniki badan aktywnosci przeciwnowotworowej OECh, gléwnych sktadnikow
(D-limonenu, B-pinenu oraz terpinen-4-olu) i ich dwo6ch mieszanin na ludzkich liniach
komorkowych czerniaka, analizowane pod katem dziatania cytotoksycznego (w tescie z LDH
i btekitem trypanu) wykazaly zréznicowany wplyw tych substancji na zywotno$¢ komorek
rakowych. Najwyzsza wrazliwoscia na dziatanie OECh odznaczata sie linia komoérek czerniaka
WM793, pochodzaca z ogniska pierwotnego nowotworu. Podobne, lecz nieco stabsze efekty,
uzyskano dla pojedynczych zwigzkow, sposrod ktorych najbardziej aktywny byt D-limonen.
Z kolei w przypadku mieszanin gtéwnych sktadnikéw olejku, bardziej efektywna byia ta



o skiadzie zblizonym do wystepujacego w OECh, przy czym najsilniejszy efekt cytotoksyczny
uzyskano dla linii HTB140, zapoczatkowanej z komdrek wywodzacych sig¢ z metastaz
czerniaka do weztéw chionnych. Ocene dziatania przeciwnowotworowego OECh i jego
skfadnikéw prowadzono takie pod katem ich wplywu na zdolnoé¢ proliferacji komérek
nowotworowych czerniaka. W tescie inkubacji linit komérkowych nowotworu z OECh,
wykonywanym przy uzyciu fioletu krystalicznego, jako barwnika jadrowego DNA, wykazano
najwyizszy spadek liczby proliferujgcych komdrek czerniaka WM793, wywodzacych sig
z ogniska pierwotnego nowotworu. Obserwowany efekt cytostatyczny byt najsilniejszy dla
dia OECh, stabszy za$ dla pojedynczych zwiazkéw i ich mieszanin. Z kolei w tescie inkubacji
linii komérkowych czerniaka z OECh, prowadzonym z wykorzystaniem bromodeoksyurydyny
(BrdU), jako wskaznika replikacji DNA, wykazano najsilniejsze zahamowanie procesow
podziatowych w linii komérek czemiaka A375, wywodzacych sig¢ z litego guza
nowotworowego. Podobne, lecz stabsze efekty hamujace uzyskano w tej samej linii
komérkowej dla D-limonenu, B-pinenu oraz terpinen-4-olu oraz ich mieszanin.

Podsumowujac wyniki szeroko zakrojonych badan aktywnosci przeciwnowotworowej
OECh, przeprowadzone przez Doktorantke z wykorzystaniem testow in vitro iywotnosci
komorek czerniaka zlodliwego oraz testéw oceniajacych ich zdolnos¢ proliferacyjng, nalezy
podkredli¢, ze tego typu badania nie bylty dotychczas prowadzone, zaréwno na ludzkich,
jak i zwierzecych liniach komérkowych tego nowotworu. Tak wigc uzyskane wyniki stanowia
oryginalny wkiad Pani mgr Magdaleny Kulig w istniejacy stan wiedzy naukowej na temat
wptywu olejkéw eterycznych oraz ich sktadnikéw na zywotno$¢ i zdolnosci podziatowe
komérek czerniaka ztosliwego.

W powiazaniu z oceng aktywnosci przeciwnowotworowej, stosujac analogiczng
metodologie badan, przeprowadzono analize wptywu OECh, giéwnych sktadnikéw
(D-limonenu, B-pinenu oraz terpinen-4-olu) oraz ich mieszanin na zywotno$¢ i proliferacjg
ludzkich linii komérek prawidtowych skéry, w tym keratynocytéw (HaCaT), melanocytéw
(HEM) i fibroblastow (HSF). Poniewaz w dostepnej literaturze naukowej brak jest doniesier
prezentujacych oceng wplywu olejkéw eterycznych na zywotnos¢ i proliferacie az trzech
typéw komorek prawidtowych skéry, eksperymenty te majg charakter cafkowicie
nowatorski. W przypadku pierwszej grupy badarh, wykazano bardzo niska wrazliwos¢
wszystkich trzech typow komoérek prawidtowych na dziatanie OECh, jego skfadnikow oraz
mieszanin, czego wyrazem byto uzyskanie wysokich wartosci parametru ICso, znacznie
przekraczajacych poziomy steieri hamujacych zywotnos¢ komérek czerniaka. Pozwolito to
sformutowaé wniosek koncowy o selektywnej cytotoksycznosci OECh i jego skiadnikéw
w stosunku do komérek tego nowotworu. Zdecydowanie silniejsze efekty dziatania
udokumentowano w badaniach zwigzanych z oceng wptywu OECh i jego sktadnikéw na
proliferacje ww. linii komérek prawidtowych skéry. W obu testach (z uiyciem fioletu
krystalicznego i BrdU), stosujgc OECh w najwyiszym badanym stezeniu (300 pg/ml},
zaobserwowano m.in. zmniejszenie liczby proliferujacych keratynocytow i fibroblastow
w granicach od 73 do 24%, za$ dla melanocytdw - o ok. 70% w stosunku do grupy kontrolnej.
Uzyskane wyniki badari wskazuja jak istotne byto zaplanowanie i prowadzenie réwnoleglej
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oceny aktywnosci cytotoksycznej i cytostatycznej OECh dla linii komérkowych czerniaka
oraz komérek prawidtowych skéry, co pozwolito Doktorantce ustali¢ bezpieczne zakresy
stezeri olejku, lokujgce sie ponizej progu toksycznosci komorkowej na potrzeby dalszych
badan biologicznych.

Réwnie szeroki zakres miaty badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej OECh wobec
patogenéw, wywotujgcych infekcje powlok skérnych, w tym grzybow plesniowych
i drozdzy, dermatofitow oraz bakterii z rodzaju Acinetobacter baumannii. Wykorzystujac
metode dyfuzyjno-krazkowg oraz metode seryjnych rozciericzen w podiozu plynnym,
Autorka dysertacji wytypowata najbardziej wrazliwe na dziatanie OECh szczepy grzybdéw
plesniowych (w tym: Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis, szczepy z rodzaju
Fusarium i Acremonium), szczepy droidiy (w tym Candida albicans), a takie szczepy
dermatofitow {m.in. Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum),
dla ktorych ustalona aktywnos$¢ przeciwgrzybicza byta najbardziej porownywalna
do substancji referencyjnych — odpowiednio: itrakonazolu, flukonazolu i amorfoliny.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze dla przewazajacej wiekszosci badanych szczepdw grzybow
(z wyjatkiem Asergillus fumigatus) nie opublikowano dotychczas wynikéw badan,
dotyczacych oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej OECh. Analogiczng metodyke badawcza
zastosowano do oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej OECh wobec 9 szczepdw z rodzaju
A. baumannii. Badania dowiodly, ze OECh charakteryzuje sie wysoka zdolnosdcig hamowania
wzrostu wszystkich badanych szczepow tego rodzaju. Jest to tym bardziej istotne,
e A. baumannii wywoltuje zakaienia oportunistyczne u ludzi, identyfikowane
m.in. w warunkach klinicznych i prowadzgce do groinych powiklan w postaci sepsy.
Ponadto, poprzez tworzenie struktur biofilmu i szybki rozwdj opornosci na antybiotyki
oraz Srodki antyseptyczne, szczep ten zalicza sie obecnie do grupy bakterii trudnych
do eradykacji. Tak wiec wyniki aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej OECh, uzyskane
przez Autorke dysertacji, moga stanowié¢ przyczynek do dalszych, pogtebionych badan,
ktére bytyby ukierunkowane na ocene dziatania hamujacego/bdjczego pojedynczych
sktadnikow OECh wobec ww. grup patogendw, a takie ocene efektdw synergicznych
mieszanin ww. skfadnikow.

W obszarze zagadnien zwigzanych z bezpieczenstwem stosowania OECh na zdrowg skoére
oraz skore objetg stanem zapalnym lokujg sie badania doswiadczalne, dotyczace oceny
aktywnosci pro- i przeciwzapalnej tego przetworu, jego gtdwnych sktadnikow i mieszanin.
W pierwszym przypadku, testy wykonane na ludzkich komoérkach keratynocytow HaCaT,
w ktorych jako wskaznik aktywnosci prozapalnej zastosowano oznaczenie poziomu kaspazy-1
metoda luminescencji, wykazaly m.in., ze zmierzona aktywnos$¢ tego enzymu byta o 70%
nizsza dla OECh w stosunku do substancji referencyjnej o wiasciwosciach prozapalnych —
lipopolisacharydu (LPS}). Przeprowadzone eksperymenty badawcze sg oryginalne w sensie
naukowym i dokumentujg bezpieczernistwo naskérnej drogi podania OECh. Z kolei
w badaniach aktywnosci przeciwzapalnej tego przetworu, w tescie in vitro hamowania
denaturacji termicznej albuminy, wykazano stosunkowo wysokg aktywnos¢ przeciwzapalng



OECh, wynoszaca 50% wartosci wskaznika inhibicji, uzyskanego dla substancji referencyjnej
{diklofenaku sodu).

W ramach badan aktywnosci biologicznej OECh i jego sktadowych, wykonano réwniez
testy in vitro oceniajace wplyw tego przetworu na funkgje fizjologiczng dwoch enzymoéw,
istotnych dla proceséw metabolicznych iflub promujacych rozwdj okredlonych
patomechanizméw w komorkach skéry. Badano m.in. wptyw OECh i jego komponentéw
na proces melanogenezy, zwigzany z funkcja enzymu tyrozynazy. Wyniki przeprowadzonych
testéw wykazaly silnie dziatanie hamujgce OECh wobec tego enzymu, ktére dosé dobrze
korelowato z aktywnoscig substancji referencyjnej (kwasu kojowego), reprezentujacej grupe
inhibitorow tyrozynazy. Poniewaz dotychczas w literaturze naukowej nie opisano tego typu
aktywnosci dla OECh, wyniki badann dobrze rokuja co do potencjalnej mozliwosci
wykorzystania tego przetworu roslinnego w dermokosmetologii w celu tagodzenia zmian
pigmentacyjnych w postaci przebarwienn skéry. W drugim z przeprowadzonych testow,
oceniano wplyw OECh, jego wiodacych skiladnikbw oraz mieszanin na aktywnosé
hialuronidazy, odpowiedzialnej m.in za depolimeryzacje spoiwa tkanki facznej w skérze.
Nie wykazano jednakze znaczacege dziatania hamujgcego aktywnosc tego enzymu, ani dla
OECh, ani jego sktadowych, nawet w najwyzszym badanym stezeniu (300 pug/ml).

Oceniajac kluczowe rezultaty badan doswiadczalnych, zaprezentowane w niniejszej
dysertacji doktorskiej, nalezy stwierdzi¢, ze majg one istotne znaczenie naukowe ze wzgledu
na oryginalnos¢ tematyki badawczej, obejmujacg przewazajaca czes¢ prac doswiadczalnych
dotyczacych aktywnosci biologicznej OECh, jego gtownych sktadnikéw (D-limonenu, B-pinenu
oraz terpinen-4-olu) oraz ich mieszanin. Czes¢ wynikéw badan zostata juz zreszty
z powodzeniem opublikowana w 2017 r. w ScienceAsia - anglojezycznym czasopismie
posiadajacym IF, wydawanym przez The Science Society of Thailand.

Odnoszac sie do praktycznych aspektow, zwigzanych z rezultatami badan, nalezy zwrécié
uwage, iz obecnie, w tradycyjnej medycynie azjatyckiej, wykorzystuje sie przetwory
z owocow i lisci C. hystrix jako Srodki dermatologiczne o dziataniu przeciwzapalnym
i przeciwobrzekowym, przeciwlupiezowym oraz stymulujacym wzrost wlosdéw, a takie
insektobojczym. W oficynalnym lecznictwie europejskim i etnomedycynie tego typu
zastosowania nie sa znane. Dotyczy to takie grupy dermokosmetykéw. Z tego wzgledu,
wyniki badai doswiadczalnych, uzyskane w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej, moga
stanowi¢ przyczynek do dalszych prac o charakterze wdrozeniowym, ktére moglyby
skutkowac w przysztosci np. opracowaniem produktéw dermatologicznych, o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, zawierajacych w swoim skiadzie OECh.

1.3. Poprawnosc formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Jezyk rozprawy doktorskiej jest w przewaiajacej mierze poprawny stylistycznie
i zrozumialy. Z obowigzku recenzenckiego, chciatabym jednakie przytoczyé kilkanascie
najbardziej zauwaialnych niescistosci formalno-jezykowych lub  nieprawidfowych
sformutowan, ktore powtarzaly sie wielokrotnie w tekscie dysertacji, zwlaszcza czesci
teoretycznej pracy:



- s. 1: Tytut rozprawy doktorskiej: ,Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej
i przeciwinfekcyjnej sktadnikéw olejku eterycznego z Citrus hystrix D.C.”, zawiera
nieprecyzyjny termin: ,przeciwinfekcyjnej”, ktéry nalezatoby zastapiC bardziej poprawnym
wyrazeniem: ,przeciwdrobnoustrojowej”. Dotyczy to réwniez innych fragmentéw tekstu
dysertacji.

- s. 11 (oraz w innych miejscach) — jest: ,olejek eteryczny wydestylowany ze skorek
owocéw” — powinno byé: ,olejek eteryczny otrzymany metody destylacji z parg wodng
z owocni zewnetrznej i srédowocni”

- 5. 19 — jest: ,Grzyby pleéniowe Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis oraz Acremonium” —
powinno byé: ,Grzyby ple$niowe z rodzajéw: Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis
oraz Acremonium”

- 5. 19 — jest: ,,mikotoksyn” — powinno byc¢: ,,mykotoksyn”

- 5. 23 — jest: ,wytwarzanie enzymoéw inaktywacyjnych przy udziale B-laktamaz” — powinno
byé: ,wytwarzanie enzymow z grupy B-laktamaz”

- 5. 25 — jest: ,promienie UVA (280-320 nm) i UVB (320-400 nm)” — powinno byc: ,promienie
UVA (320-400 nm) i UVB (280-320 nm)”

- 5. 33 — jest: ,generowanie polem mikrofalowym wzrostu temperatury czasteczek wody” —
powinno by¢. ,generowanie, z udziatem mikrofal, drgan rotacyjnych czagsteczek wody,
ktérym towarzyszy wzrost temperatury”

- s. 36 (oraz dalej w teksécie dysertacji) — jest: ,bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)
-2,5-difenylotetrazoliowy” — powinno byé: ,bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowy”

- 5. 44 (oraz dalej w tekscie dysertacji}) — jest: ,Rodzaj Citrus” — powinno byc: ,Rodzaj
Citrus L.”

- s. 45 — jest: ,4.2 Etymologia” — powinno by¢: ,4.2 Etymologia nazwy rodzaju
Citrus L.”

- 5. 48 - jest: ,naringina” — powinno byc: ,naryngina”; jest: ,sinensetyna” — powinno byc:
»Synensetyna”

- s. 70 — jest: ,Ryc. 15. Botanika rosliny Citrus hystrix” — powinno byc: ,Ryc. 15. Morfologia
gatunku C. hystrix”

- 5. 86 — jest: ,,Aktywnos¢ przeciwrepelentna” — powinno byc: , Aktywnosc repelentna”

- s. 87 - jest: ,Ekstrakt octanowo-etylowy” — powinno byc: ,Ekstrakt octanowy”

- 5. 103 — jest: ,aktywnosci terpinen-4-oflu wobec szczepdw grzybiczych, droidiowych
i dermatofitéw” — powinno by¢: ,aktywnosci terpinen-4-olu wobec szczepow grzybow
plesniowych, drozdiy i dermatofitow”

- 5. 103 - jest: ,aktywnosci terpinen-4-olu wobec szczepdéw grzybiczych, droidzowych
i dermatofitow” — powinno byé. ,aktywnosci terpinen-4-olu wobec szczepdéw grzybow
plesniowych, drozdzy i dermatofitow”

- 5. 108 — jest: ,Spektrometr masowy sprzezony z chromatografem gazowym” — powinno by¢:
~Spektrometr mas sprzezony z chromatografem gazowym”



Uwagi ogdlne do zapiséw w tekscie dysertacji oraz tabelach:

¢ Gatunki roslin, wymieniane po raz pierwszy w tekscie dysertacji, powinny zawierac
w nazwie skrétowa informacje o autorze/autorach opisu botanicznego
(systematycznego), np. ,Citrus sinensis (L.) Osbeck”, zamiast , Citrus sinensis”.

e W zapisie nazw rodzin botanicznych nie stosuje sie kursywy.

e Zgodnie z nowg nomenklaturg farmakognostyczng, zawartag w FP X i Xl, zamiast
nazwy ,surowiec roslinny” stosuje sie termin ,substancja roslinna”.

¢ Dla wartosci liczbhowych badanych wskaznikdw (prezentowanych m.in. w tabelach),
ktdre sa wyrazone liczbami catkowitymi z rozwinieciem dziesietnym, setnym, itp.,
stosuje sie separatory w postaci przecinkéw, a nie kropek.

2. Ocena metodologiczna rozprawy doktorskiej

2.1. Dobér pismiennictwa, umiejetno$¢ wykorzystania irodet

W rozprawie doktorskiej wykorzystano bogate i aktualne pismiennictwo naukowe
(ponad 400 pozycji). Cytowane prace s3 gtéwnie anglojezyczne. W przewaiajgcej wigkszosci
przypadkéw przedstawione sa w formie wujednoliconej, zgodnej ze standardami
bibliometrycznymi. Dane zawarte w publikacjach, zacytowano prawidiowo w tekscie
dysertacji. Umiejetnos¢ wykorzystania materiatow zrédiowych jest szczegélnie zauwazalna
w dyskusji uzyskanych wynikow, gdzie zagadnienia, dotyczace m.in. badan wtasnych
aktywnosci przeciwnowotworowej, przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej OECh, jego
sktadnikéw i mieszanin, zostaty w sposob krytyczny skonfrontowane z danymi literaturowymi
i opatrzone wtasnym komentarzem Autorki dysertacji.

2.2. Poprawno$¢ formutowania probleméw i hipotez (zatozenia badawcze)

Problematyka badawcza oraz glowne cele pracy zostaly sformutowane
we wprowadzeniu do dysertacji oraz odrebnym rozdziale, otwierajgcym czesc
eksperymentalna, zatytutowanym: ,Giéwne cele badawcze”. Autorka przedstawita naukowy
aspekt zaplanowanych i zrealizowanych badan in vitro, zwigzany z obserwowanym wzrostem
ilosci doniesier literaturowych, dotyczacych m.in. aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
i przeciwnowotworowej olejkéw eterycznych oraz ich sktadnikéw, a takie braku tego typu
badan dla olejku z owocdw C. hystrix. Na tej podstawie, sformutowano hipotezy badawcze,
ktore zaktadaty wystepowanie podobnych wtasciwosci biologicznych dla OECh i jego
skfadnikéw. Dodatkowo, w celu oceny bezpieczenstwa stosowania tego przetworu,
jako potencjalnego $rodka dermatologicznego, zaplanowano i zrealizowano badania
cytotoksycznosci OECh na liniach ludzkich komérek prawidtowych skory. Dzigki temu,
w znaczacym stopniu  zwiekszono  aplikacyjny charakter prowadzonych prac
doswiadczalnych.

2.3. Trafno$é doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnos¢ ich zastosowania
Dobér metodologii badan do zalozonych celéow badawczych byl prawidtowy
i poprzedzony szczegétowg analiza danych literaturowych, co skutkowalto m.in.



odpowiednim doborem stezeht roztworéw OECh, jego gtownych skiadnikéw oraz ich
mieszanin do badan na liniach komoérkowych czerniaka, testow mikrobiologicznych
oraz enzymatycznych. W sposdb zgodny ze standardami miedzynarodowymi, przygotowano
i przeprowadzono badania z wykorzystaniem hodowli prawidtowych i nowotworowych linii
komoérek skory ludzkiej, a takie hodowli szczepéw drobnoustrojéw i oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Metodyka badad zastosowana w ocenie aktywnosci
pro- i przeciwzapalnej oraz zdolnosci hamowania enzymow: tyrozynazy i hialuronidazy przez
OECh miedci sie rdwniez w grupie procedur standardowych. W analizie statystycznej
wynikéw, dotyczacych aktywnosci cytotoksycznej, antyproliferacyjnej, pro- i przeciwzapalnej,
prawidlowo dobrano test nieparametryczny U Manna-Whitney'a, ilos¢ niezaleznych
powtdrzen eksperymentéw (n=3) oraz poziom istotnosci statystycznej (*p<0,05). Potaczenie
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego  (*p<0,05;
**p<0,01 i ***p<0,001), ktére umotzliwito dokonanie poréwnan wielokrotnych migdzy
danymi uzyskanymi w tescie hamowania aktywnosci rowniez nie budzi moich zastrzezen.

2.4. Poprawnos$é uktadu pracy i struktury podziatu tresci

Rozprawa doktorska jest bardzo obszerna - liczy 259 stron. Prace otwiera spis tresci,
w ktorym wyrdzniono 12 gtéwnych rozdziatéw zawierajacych liczne podrozdzialy. Obejmuja
one m.in.: wstep teoretyczny, czes¢ eksperymentalng, poprzedzong opisem gtéwnych celow
badan, dyskusje wynikéw oraz ich podsumowanie i wnioski. Bezposrednio za spisem tresci
Autorka zamieécita wykaz skrétow stosowanych w tekécie dysertacji oraz krotkie
wprowadzenie, ktére, wg mojej opinii, powinno zawierac nie tylko ogdlny zakres badan, ale
takze jasno sformutowane cele badawcze, a zwtaszcza dokfadnie zdefiniowany przedmiot
badan (OECh, jego gldwne skiadniki i ich mieszaniny), ktore Autorka zaprezentowata
dopiero na poczatku czesici eksperymentalnej (str. 107 dysertacji). Ponadto, mam pewne
obiekcje do nazwy rozdziatu ,wstep teoretyczny”. Wg mnie jest to raczej ,opis teoretyczny”
albo ,czeé¢ teoretyczna”, poniewaz liczy prawie 100 stron. Rozdziat ten bylby chyba bardziej
przejrzysty, gdyby zredukowaé {i nieco skondensowac) objetos¢ tekstu. Mam tu na mysli
usuniecie catego rozdziatu 3., poswieconego ogélnej charakterystyce olejkéw eterycznych,
ktérego treéci zawarto réwniez w duzym stopniu w nastepnych rozdziatach. Niepotrzebnym
zabiegiem edytorskim byto takze wyodrebnienie z rozdziatu 4 (,Rodzaj Citrus”), rozdziatu 6.
(,Citrus hystrix D.C.”) oraz z rozdziatu 5. {,Cytrusowe olejki eteryczne”) rozdziatu 7.
(,Charakterystyka gtéwnych sktadnikéw olejku eterycznego ze skdérek owocéw Citrus
hystrix”). Zabieg ten utrudnia bowiem szybkie i réwnolegte poréwnywanie danych
literaturowych nt. profili chemicznych i fitofarmakologicznych zaréwno gatunku C. hystrix
D.C. z innym gatunkami cytruséw, jak i olejku eterycznego z owocow czy lisci tego taksonu z
olejkami pozyskanymi z innych cytruséw. Na pochwate natomiast zastuguje zamieszczenie
w koricowej czesci pracy rozdziatu ,Zataczniki”, zawierajgcego tabelaryczne zestawienia
danych literaturowych nt. grup fitosktadnikéw zidentyfikowanych w rodzaju Citrus L., a takze
spisu rycin i tabel, ktére zdecydowanie utatwiajg wyszukiwanie poszczegdlnych tresci w tak
obszernej dysertacji. Rozdziat 10. rozprawy doktorskiej, zawierajacy prezentacje wynikow
badan, zostal w sposdb staranny zilustrowany 35 rycinami i 30 tabelami, w ktérych
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Doktorantka przedstawit rezultaty kluczowych badari, opatrujac kaida z rycin i tabel
odpowiednimi objasnieniami, a takze adnotacjami na temat metody oceny statystycznej
wynikéw, poziomu istotnosci testéw, itp. W podsumowaniu, pragne stwierdzic, ze wszystkie
uwagi zawarte w akapicie 2.4. oceny recenzenckiej odnosza si¢ do warstwy edytorskiej
tekstu, nie umniejszajac rangi naukowej dysertacji doktorskiej.

3. Whnioski koricowe

Przedstawiona do oceny recenzenckiej rozprawa doktorska dowodzi wysokich
umiejetnoéci badawczych Autorki w zakresie planowania i prowadzenia kompleksowych,
nowoczesnych badan fitofarmakologicznych na modelach doswiadczalnych in vitro oraz
stosowania prawidtowych metod statystycznych w ocenie wynikow badar. Badania te
zawierajg rowniez istotne elementy nowatorstwa naukowego. Dotyczy to szczegblnie
oryginalnych aspektéw prac eksperymentalnych, prowadzonych w ramach oceny aktywnosci
biologicznej olejku z owocéw C. hystrix, ktére wskazano w rozdziale 1.2 niniejszej recenzji.
Determinujg one réwniez wymiar aplikacyjny przeprowadzonych badan, wskazujagc nowe
potencjalne  obszary  zastosowarn  dermokosmetycznych  i/lub terapeutycznych
dla ww. przetworu roslinnego i jego sktadnikow.

Powyisze wzgledy upowainiaja mnie do stwierdzenia, e przediozona do oceny
dysertacja spetnia wszystkie przyjete ustawowo kryteria stawiane rozprawom
doktorskim, a jednoczesnie posiada udokumentowane znamiona nowatorstwa naukowego.
Wnosze wiec do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie wnioski o dopuszczenie mgr Magdaleny Kulig do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego oraz wyrdinienie rozprawy doktorskiej, co zawartam

réwniez w odrebnym piémie skierowanym do Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Lublin, dn. 31 stycznia 2019 r.
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