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Recenzja rozprawy doktorskiej

Zatytulowanej: ,,Ocena aktywnos$ci przeciwnowotworowej i przeciwinfekeyjnej

skladnikéw olejku eterycznego z Citrus hystrix D.C.”

Mgr. Magdaleny Kulig
Wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. farm. Irmy Podolak oraz promotora

pomocniczego dr n. farm. Agnieszki Galanty

Olejki eteryczne stanowig wazna grup¢ mieszanin lotnych zwigzkow pochodzenia
naturalnego. Szereg olejkdw eterycznych ma swoje monografie w Farmakopei Europejskiej i
sa szeroko stosowane w lecznictwie, zwlaszcza w aromatoterapii oraz zewngtrznie
przeciwbakteryjnie, przeciwbdlowo, przeciwéwigdowo czy przeciwzapalnie. Majg one takze
szerokie zastosowanie w przemyS$le farmaceutycznym, kosmetycznym Czy Spozywczym,
Olejki eteryczne z owocOw cytrusowych, charakteryzuja si¢ ciekawym zapachem zwiazanym
z obecnoscig D-limonenu, a takze wykazujg szereg aktywnosci biologicznych, w tym
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. Olejek eteryczny pozyskiwany z Citrus hystrix, jest
stosunkowo mniej przebadany pod wzgledem aktywnosci biologicznej, a jednoczednie jest
stosowany w kosmetykach.

W tym $wietle, badania nad skladem, a przede wszystkim nad dzialaniem olejku i jego
gtéwnych skladnikéw w kierunku choréb skéry jest jak najbardziej uzasadniony.

Glownymi celami pracy byly:

a) ocena skladu jakosciowego, ilosciowego oraz trwalosci olejku eterycznego z

owocni zewngetrzne) Citrus hystrix
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b) ocena aktywnosci antyproliferacyjnej i cytotoksycznej olejku, jego gléwnych
sktadnikoéw oraz mieszanin wobec komorek nowotworowych i prawidtowych skory

¢) ocena aktywnosci mikrobiologicznej na wybrane szczepy dermatofitéw, grzybow
plesniowych, drozdzy i bakterii odpowiedzialnych za infekcje skdrne

d) ocena wplywu na aktywnos¢ izolowanych enzyméw mogacych mie¢ wpltyw na

stan zapalny i kondycje skéry

Zaplanowane przez Doktorantke cele badawcze zostaly wykonane i zinterpretowane
prawidlowo. Praca jest napisana klarownie, cze$¢ teoretyczna jest bardzo wyczerpujgca i
stanowi dobre wprowadzenie do badan witasnych. Czes¢ eksperymentalna jest jasno opisana,
nic mam Zadnych uwag jesdli chodzi o kompletno$é informacji i mozliwo$é odtworzenia
eksperymentéw. Opis wynikéw, a nastepnie ich dyskusja dobrze si¢ uzupelniajg. Dyskusja
jest wyczerpujaca a wyniki krytycznie zanalizowane. Podsumowanie zawiera by¢ moze zbyt
wiele punktdw ale za to wnioski sa jasne i uzasadnione, uwypuklaja walory poznawcze
pracy.

Pierwszy zalozony cel pracy pozwolil na oceng¢ skladu chemicznego olejku oraz
potwierdzit jego trwalos¢ w czasie wykonywania eksperymentéw. Jest to bardzo wazny
element badania aktywno$ci mieszanin zwigzkow jakimi sg ekstrakty czy olejki eteryczne.
Roéznice w skladzie chemicznym olejkéw uzyskanych z tej samej rosliny pozwalaja na
zrozumienie roznic w aktywnosci biologicznej. Ten problem Doktorantka poruszyla i bardzo
dobrze oméwila w dyskusji wynikéw. Pani Magdalena Kulig bazujgc na danych o skladzie
mogla, w sposdb racjonalny, wybra¢ do dalszych badaf giéwne skladniki olejku oraz
mieszaniny glownych skladnikéw. Co wazne, Doktorantka potwierdzita brak obecnosci
furanokumaryn, ktdére moga wywolywac podraznienia skéry pod wplywem $wiatta UV.
Kolejnym etapem badan byla ocena aktywnosci antyproliferacyjnej i cytotoksycznej olejku,
jego gloéwnych sktadnikéw oraz mieszanin, wobec komoérek nowotworowych i prawidlowych
skéry. W tym miejscu musz¢ podkresli¢ ogrom pracy, ktéry zostal wykonany przez

Doktorantke oraz jej dobre przygotowanie praktyczne i teoretyczne do badan na komorkach.
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Do niewatpliwych zalet tej czedci pracy nalezy wytypowanie kilku réznych linii
komoérkowych czerniaka skory, zastosowanie réznych testow oceny wplywu na proliferacje
oraz zywotnos§é/cytotoksycznosé, a takze przeanalizowanie réznych czasow inkubacji z
badanym olejkiem/ mieszaning zwigzkow czy jednorodnymi zwigzkami. Waznym aspektem
pracy bylo takze zbadania wptywu tychze skfadnikow na prawidtowe komorki skory (badania
takie byly wykonane dla olejku z naowocni Citrus hystrix po raz pierwszy). Tu nalezy
podkreslié, iz zastosowanie w badaniach mieszanin w stosunku 1:1:1 oraz w stosunku w
jakim wystepuja w badanym olejku, wnosi wiele nowych informacji i potwierdza wyzszos¢ (i
celowosé) stosowania nawet bardzo zlozonych mieszanin niz pojedynczych zwigzkow.
Ciekawa obserwacja poczyniong przez Doktorantkg, byla silniejsza aktywnos¢ anty-
proliferacyjna niz cytotoksyczna olejku wobec komorek nowotworowych. Tu ciekawg
kontynuacjg badan bylaby ocena ptywu na apoptoze¢ badanych komorek. Wydaje sig takze
interesujace zbadanie w przyszlo§ci polaczenia powyzszego olejku ze zwigzkami
stosowanymi w chemioterapii (np. fluorouracyl), ktére s3 stosowane zewngtrznic w raku
podstawnokomérkowy skéry czy w stanach przedrakowy skory. Ciekawym aspektem, na
ktéry zwrécita uwage Doktorantka w dyskusji wynikéw, jest potencjalne wykorzystanie
olejku z naowocni Citrus hystrix w zaburzeniach prawidtowego funkcjonowania skory
zwigzanymi z nadmierna proliferacja.

Dalsze badania Doktorantki skupily sie¢ na ocenie aktywno$ci mikrobiologicznej
wobec wybranych szczepéw dermatofitéw, grzybéw plesniowych, drozdzy i bakterii
odpowiedzialnych za infekcje skdrne. Co stanowi bardzo cenne uzupeknienie poprzednich
badain w kierunku zastosowania powyzszego olejku w schorzeniach skéry. Szkoda, ze Pani
Magdalena Kulig nie wykonata takze analizy pojedynczych zwigzkéw, ale rozumief iz wtedy
praca doktorska bylaby ogromnych rozmiaréw. Jednoczesnie uzyskane wyniki zachgcajg do
dalszych badan takze w polaczeniu z antybiotykoterapia.

Ostatnim z celow dysertacji byla cena wplywu na aktywnos¢ izolowanych enzymoéw
mogacych mie¢ wplyw na stan zapalny i kondycje skéry. Badania powyzsze byly

niewatpliwie uzasadnione, a wyniki obiecujace, ale pozostawily pewien niedosyt. Bardzo
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cenne byto zbadanie czy olejek i jego skiadniki maja potencjat prozapalny w stosunku do
komorek keratynocytéw w poréwnaniu z kontrolg pozytywna jaka byt lipopolisacharyd
(LPS). Ciekawe i wazne bylo zaobserwowanie braku potencjatu pro-zapalnego olejku, w
odréznieniu do pojedynczych zwigzk6w i ich mieszanin. Ponownie Doktorantka potwierdzita
wyzszos¢ 1 zasadno$¢ stosowania zlozonych naturalnych mieszanin. Natomiast duzo
cickawsze niz zastosowanie bardzo zgrubnego testu denaturacji albuminy, byloby zbadanie
czy olejek 1 jego skiadniki majg zdolno§¢ do hamowania dziatania pro-zapalnego LPS-u na
linii komérkowej HaCaT, na ktorej oceniano efekt prozapalny. Bardzo ciekawe bylo
zbadania wplywu na aktywno$é tyrozynazy, co przy braku toksycznosci wzgledem
melanocytéw, wskazuje na spory potencjat do wykorzystania w kosmetologii.

W tym miejscu chciatabym tez pochwali¢ dyskusje wynikéw, ktéra jest interesujaca,
klarowna, a co najwazniejsze krytyczna w stosunku do uzyskanych wynikéw. Uwazam, iz
zaprezentowana praca jest ciekawa naukowo i wnosi sporo elementéw nowosci. Ponadto,
czes¢ wynikow uzyskanych w toku pracy zostato opublikowanych.

Tu jako recenzentka musze wskazaé na pewien mankament powyzszej pracy, a
mianowicie na brak kontroli pozytywnej w badaniach na liniach komérkowych. Autorka w
dyskusji odnosi si¢ do aktywnosci zwigzkow stosowanych w lecznictwie, ale to za malo. Ta
sama uwaga odnosi si¢ do badan mikrobiologicznych. Autorka podaje dane literaturowe
dotyczace wrazliwosci szczepéw na dane antybiotyki, niemniej jednak wskazane byloby
zastosowanie antybiotykéw referencyjnych w badaniu wlasnym. Ponadto moze to utrudni¢
publikacje wynikéw w dobrych czasopismach naukowych.

Kolejne uwagi mam odnosnie przedstawiania wynikéw badania zywotnosci,
proliferacji i cytotoksyczno$ci. Rézne formy graficzne, chociaz s3 atrakcyjniejsze dla oka,
nieco utrudniajg poréwnanie i analiz¢ wynikoéw. Nie jestem tez przekonana czy laczne
przedstawianie wynikéw z dwoch réznych testéw, nawet jak sa bardzo zbliZone, jest
uprawnione. Brak jest takze wyliczen ICso dla testéw proliferacji. Brakuje mi takze
wskazania, ktre roznice w dziataniu s3 znamienne statystycznie. Na przyktad wydaje sig¢ iz

sam olejek jest mniej toksycznych niz mieszanina jednorodnych zwigzkéw w stosunku do
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komoérek prawidlowych skéry, ale brak jest informacji czy ta réznica jest znamienna
statystycznie. Warto byloby tez skomentowa¢ dlaczego olejek hamuje proliferacje komoérek
HaCaT (czy ten efekt jest statycznie znamienny w poréwnaniu do innych komorek
prawidtowych?). Oczywiscie powyzsze uwagi nie umniejszajg mojej pozytywnej oceny
pracy.

Reasumujgc, jednoznacznie stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja
mgr. Magdaleny Kulig spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze tym samym
do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium
Medicum w Krakowie o dopuszczenie mgr. Magdaleny Kulig do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Prof. dr hab. n. farm. Anna K. Kiss

KIEROWNIK
Kaledry Farmakognozli
i Molokulamych Podetaw Fltoterapll

mgmnm

ul. Banacha 1e 02-097 Warszawa
telefaks: (0-22) 57 20 986, 5720 985e e-mail: akiss@wum.edu.pl



RONDOYETI5 Y y1aie Y
[ st wralan i cuumcineat s §

2201 Aoan® aued oo Ass oy A



