Recenzja Pracy Doktorskiej p. mgr Anny Czajkowskiej,
pt. ,,Ocena skojarzonego dziatania oleju z nasion czarnuszki siewnej
Nigella sativa z nowym analogiem alkaloidéw izochinolinowych na

proces apoptozy w komoérkach raka zotagdka AGS”

Przedtozona do oceny praca doktorska pani magister Anny Czajkowskiej
zostata wykonana w Zaktadzie Biotechnologii Wydziatu Farmaceutycznego =z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, pod
kierownictwem Promotora, pani prof. dr hab. Anny Bielawskiej oraz Promotora
pomocniczego, pani dr Agnieszki Gornowicz.

Badania objete doktoratem byly prowadzone we wspétpracy z Instytutem
Chemii Organicznej PAN w Warszawie oraz z Wydziatem Chemii Brooklyn College
The City University of New York, gdzie Doktorantka odbyta staz naukowy. Pani Anna
Czajkowska jest wspoétautorem kilku publikacji naukowych, w tym pierwszym autorem
pracy pt. ,Anticancer Effect of a Novel Octahydropyrazino[2,1-a:5,4-a’]diisoquinoline
Derivative and Its Synergistic Action with Nigella sativa in Human Gastric Cancer
Cells” wydanej na tamach czasopisma JCR: BioMed Research International (IF>2) a
opartej na wynikach niniejszego doktoratu.

Tematyka badan podjetych w pracy doktorskiej pozostaje w $cistym zwigzku z
najistotniejszymi i najtrudniejszymi zagadnieniami wspotczesnych nauk medycznych —
leczeniem choréb  nowotworowych. Przytaczanie argumentéw naukowych
uzasadniajgcych celowos¢ dziatan w tym kierunku wydaje sie by¢ zbyteczne, a nawet
patetyczne w XXI wieku, w czasach, gdy nowotwory stanowig problem cywilizacyjny, a
przecietny obywatel jest obeznany z powagg sytuacji osob dotknietych tym
problemem, w tym z kwestig niewystarczajgcej skutecznosci dostepnych terapii, ktore
nierzadko niszczgc nowotwdr same przyczyniajg sie do Smierci pacjenta. Z kolei
liczne fundacje ratunku dla dotknietych nowotworem, czesto mtodocianych pacjentéw,
alarmujgce multimedialnie o wsparcie finansowe indywidualnych podatnikéw,
uswiadamiajg znikomg dostepnosc¢ i horrendalne koszty rokujgcych wieksze nadzieje
terapii, podkreslajac tym samym bezradnos$¢ chorego zdanego na sektor zdrowia
publicznego. Taki ,status quo” wskazuje na potrzebe, a nawet obowigzek,
prowadzenia szeroko zakrojonych badan naukowych, ktdre niosg szanse znalezienia
nowych, bezpiecznych i tanszych podejs¢ podnoszgcych skutecznos¢ onkoterapii.

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest pomysing probg odpowiedzi na to
kluczowe wyzwanie. Doktorantka skierowata w niej swoje zainteresowanie w strone
gruczolakoraka zotgdka, reprezentowanego przez linie AGS-CRL-1739. Nawigzujgc
do zdobyczy medycyny tradycyjnej oraz osiggnie¢ wspoiczesnej chemii
farmaceutycznej zaproponowata nowe, obiecujgce podejscie zawarte w kompilacji

wiasciwosci przeciwnowotworowych ekstraktu z czarnuszki siewnej (Nigella sativa)
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oraz syntetycznej pochodnej oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’]diizochinoliny (OM-90).
Zalozeniem pracy byto nie tylko sprawdzenie pozadanej synergistycznej aktywnosci
przeciwnowotworowej zaproponowanego ukfadu, ale rowniez ocena jego skutecznosci
w poréwnaniu do monoterapii poszczegolnych komponentéw oraz referencyjnego leku
z grupy pochodnych podofilotoksyny — etopozydu, w tym réwniez w skojarzeniu z
ekstraktem Nigella sativa. Nie poprzestajgc na tym, kolejnym istotnym zatozeniem
pracy byla szeroko zakrojona analiza potencjalnych mechanizméw dziatania
przeciwnowotworowego testowanych potgczen na poziomie komdrkowym, w oparciu
o wyniki 13 réznych eksperymentéw z uzyciem nowoczesnych technik biotechnologii i
biologii molekularnej. Zatozeniem wienczgcym dzielo miata byé, zas, préba
opracowania nowatorskiej sciezki dostarczania leku wykorzystujgca nanoczgstki.

Nalezg sie, zatem, stowa wysokiego uznania zaréwno dla trafnosci wyboru
tematu badawczego, wpisujgcego sie w jeden z najwazniejszych imperatywow
wspotczesnej farmacji, jak i dla zatozonego bogatego programu eksperymentow, ktéry
umozliwia wstepng ewaluacje i dogtebng analize réznorodnych mechanizméw dziatan
niszczacych gruczolakoraka na poziomie molekularnym oraz poszukiwanie
efektywnych form podania leku z wykorzystaniem innowacyjnej nanotechnologii. Na
podkreslenie zastuguje roéwniez fakt, ze tak sformutowany projekt badawczy
zrealizowany przez Doktorantke, gwarantuje jej uzyskanie przekrojowej wiedzy i
umiejetnosci w  zakresie  wstepnego  skriningu w  poszukiwaniu  leku
przeciwnowotworowego. Taka ekspertyza jest adaptowalna na szersze badania z
wykorzystaniem innych linii komoérek nowotworowych i réznorodnych grup potaczen
chemicznych, tak pochodzenia naturalnego, jak i syntetycznego, dajgc Doktorantce
gruntowne przygotowanie do dalszego rozwoju naukowego.

Praca doktorska p. Anny Czajkowskiej jest zredagowana bardzo logicznie i
przejrzyScie. Charakteryzuje jg tradycyjny uktad, typowy dla czasopism
farmakologicznych, w ktérym cze$¢ eksperymentalna poprzedza opis wynikéw i
dyskusje. Catos¢ opiséw cechuje logiczny tok myslowy oraz regularny i spokojny rytm,
przywodzacy na mysl ,Bolero” Ravela, sprzyjajac tym samym koncentracji czytelnika
nawet przy rozdziatach poswieconych bardziej skomplikowanym technikom
badawczym.

Logiczny tok przedstawionej mysli badawczej ma swdj punkt inicjalny w 33-
stronicowym Wstepie, w ktérym Autorka w stosownej kolejnosci charakteryzuje
czarnuszke siewng, jej morfologie i gtéwne skfadniki o znaczeniu terapeutycznym, aby
nastepnie przejs¢ do kwestii alkaloidéw izochinolinowych w nawigzaniu do drugiego
gtébwnego obiektu swoich badan — zwigzku OM-90. Tu bardzo ciekawie opisuje
wybrane alkaloidy pochodzenia naturalnego, ich dziatania przeciwnowotworowe wraz
z przyktadami mechanizméw molekularnych, przemycajgc w podtekscie uzasadnienie
wiasnych badan nad mechanizmami aktywnosci przeciwnowotworowej, opisanych w

dalszych rozdziatach tej dysertacji. Podrozdziat ten uwydatnia roéwniez pewne
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mankamenty - gtébwnie ekonomiczne, izolacji | szerszego wykorzystania
terapeutycznego niektérych waznych alkaloidéw pochodzenia naturalnego, wskazujgc
na celowosé¢ pozyskiwania ich analogdw drogg syntezy chemicznej. Szczegdlnie
interesujgcg lekturg jest ostatni podrozdziat Wstepu zawierajgcy bardzo obrazowg
charakterystyke mucyny-1, jej roli w komérkach prawidtowych i nowotworzeniu oraz jej
powigzania z aktywacjg szlakow komérkowych, biatkiem p53 i procesem apoptozy.
Podrozdziat ten jest ,krypto-uzasadnieniem” wyboru mechanizméw komérkowych
bedgcych przedmiotem badan wiasnych Doktorantki.

Cel i zakres dziatan przedstawia, natomiast, kolejny rozdziat pt. Cel Pracy, ktéry
jest skonstruowany niemniej logicznie i przejrzyscie, nie pozostawiajgc watpliwosci,
jakie zadania badawcze zostaty podjete i zrealizowane w ramach doktoratu. Nie daje
on natomiast jeszcze petnego pogladu na temat rozmiarow podjetych przez
Doktorantke badan, ich poziomu naukowego, bogactwa zastosowanych technik oraz
szerokich umiejetno$ci opracowania i interpretacji uzyskanych wynikow. O tym
dowiedzie¢ sie mozna z kolejnego rozdziatu pt. Materiaty i Metody, przedstawiajgcego
szczegolowe procedury 15 roznych biotechnologicznych testéw skriningowych,
poprzedzonych hodowlg komdrkowg linii AGS-CRL-1739, a uwienczonych procedurg
otrzymywania nanoczgstek fosfolipidowych oraz oceng wnikania nanoemulsji do
wnetrza komoérek przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Wspomniany opis
procedur jest napisany prostym przystepnym jezykiem i $wiadczy o petnym
zrozumieniu tematu, a takze o lekkosci, z jakg Doktorantka porusza sie wsréd
nowoczesnych technik biologii molekularnej i biotechnologii, takich jak: test
kolorymetryczny MTT, uzycie scyntylatora w ocenie procesu biosyntezy DNA z
wykorzystaniem radioaktywnej tymidyny, uzycie mikroskopu konfokalnego w badaniu
zmian w morfologii komérek, wykorzystanie cytometrii przeptywowej do oceny indukcji
apoptozy czy zmian potencjatlu mitochondrialnego, a takze barwienie
immunofluorescencyjne i bioobrazowanie komoérek przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego w celu oceny wptywu badanych zwigzkéw na ekspresje kaspaz,
biatka p53, kinazy AKT oraz kinazy ERK1/2.

Bogaty w szate graficzng rozdziat poswiecony wynikom badah oraz kolejny,
pt. Dyskusja sg dodatkowym potwierdzeniem wiedzy i umiejetnosci Autorki, nabytej w
trakcie wykonywania doktoratu. Wyraza to m.in. zwiezla, klarowna i poprawna
interpretacja uzyskanych wynikdw oraz ich dogtebna analiza przeprowadzona w na
bazie doniesien literatury Swiatowej, z uwzglednieniem wynikéw wczesniejszych prac
kooperantow.

Niewatpliwym osiggnieciem przeprowadzonych badan jest niepodwazalnie
potwierdzony synergizm dziatania przeciwnowotworowego kompilacji Nigella
sativa/OM-90, deklasujgcy w tescie na komodrkach gruczolakoraka zotgdka, zaréwno
monoterapie z uzyciem poszczegdlnych komponentdw, jak i referencyjny etopozyd i

jego analogiczne skojarzenie z ekstraktem z czarnuszki siewne;j.
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Przeprowadzone testy potwierdzily to jednomysinie, dowodzgc nie tylko
najsilniejszego dziatania cytotoksycznego skojarzonej terapii oleju z nasion Nigella
sativa z OM-90, ale tez wiekszej inhibicji procesu biosyntezy DNA, spadku poziomu
ekspresji genu MUC1 na poziomie mRNA, najsilniejszego wptywu na indukcje procesu
apoptozy komorek nowotworowych, a takze indukowania typowych dla zjawiska
apoptozy zmian w morfologii komoérek, pozostawiajgc w tyle zarébwno kombinacje
badanego oleju z etopozydem, jak i oleju z nasion czarnuszki, etopozydu i zwigzku
OM-90 w monoterapii.

Catoksztatt wynikéw ujetych w przedstawionej do oceny dysertacji
jednoznacznie dowodzi, ze przedsiewziecie badawcze, jakie podjeta Doktorantka,
zakonczyto sie duzym sukcesem — zidentyfikowata nowe farmaceutyczne podejscie w
walce z rakiem, przewyzszajgce dziataniem stosowany klinicznie lek, a co za tym idzie
rokujgce duze nadzieje na udoskonalenie obecnej, niezadowalajacej terapii
nowotworowej.

Sama, za$ 143-stronicowa dysertacja, zawiera wszystkie elementy wymagane
dla wzorowej pracy doktorskiej. Jest opatrzona ciekawg szatg graficzna, na ktérg
sktadajg sie 4 tabele oraz 31 rycin, w wiekszosci zawierajgcych kolorowe zdjecia
obrazujgce wyniki prowadzonych testow. Doktorantka odwotata sie do 232 doniesien
literaturowych, w przewadze pochodzgcych z ostatnich lat. Praca zaopatrzona jest
rébwniez w polsko- i anglojezyczne streszczenie, spis tresci, spis skrotéw oraz
dedykacje i podziekowania.

Dysertacja zostata przygotowana niezwykle starannie i trudno doszukac¢ sie w
niej jakichkolwiek uchybien merytorycznych. Z duzym wysitkiem zdotatam znalez¢
zaledwie jeden btad literowy oraz pare nastepujgcych niedociggnie¢ redakcyjnych, na

ktére Doktorantka powinna zwrdci¢ uwage, przetwarzajgc dalej wyniki doktoratu:

1. Na str.35 btad literowy: ,antygenwe” zamiast ,antygenowe”

2. W zdaniu na str. 57: ,Wartoéci uzyskane w probach badanych, jako procent wartosci
kontrolnej.”” zabrakto orzeczenia

3. Rycina 19 — Doktorantka niestusznie nazywa kwadratami 4 prostokaty klasyfikujgce komérki
w pomiarze cytometrycznym, sposrod ktorych jedynie prawy gorny wydaje sie by¢ kwadratem.

4. Tytuty podrozdziatdéw Rozdziatu 4 sg troche za dtugie. Doktorantka mogta tego unikng¢ nie
powielajac w nich informacji zawartych w rozdziatach/podrozdziatach nadrzednych, zwtaszcza
w aspekcie badanych zwigzkéw i ich kombinacji — powtarzajgcej sie w poszczegdlnych etapach
bogatego skriningu biologicznego.

Te bardzo nieznaczne niedostatki nie tylko nie wptywajg na mojg wysoce
pozytywng opinie, ale, biorgc pod uwage ich znikomg ilos¢, jeszcze bardziej

utwierdzajg mnie w przekonaniu o} wysokim poziomie

i starannosci przeprowadzonych prac badawczych poczgwszy od ich racjonalnej
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i przejrzystej koncepciji, a skonczywszy na zredagowaniu wydrukowanej wersji

dysertaciji.

Czytajac prace nasuneto mi sie nastepujgce pytanie:

W rozdziale Dyskusja, Doktorantka wspomina o wcze$niejszych
badaniach przesiewowych dla zwigzku OM-90. Jakie to byly testy i jak
wygladata aktywnos¢ tego zwigzku w poréwnaniu do tej potwierdzonej
w niniejszej pracy doktorskiej, w monoterapii i terapii skojarzonej?

Chciatabym, zeby Doktorantka wypowiedziata sie na ten temat w czasie obrony.

Reasumujgc, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i redakcyjnym i
graficznym praca spetnia wszelkie wymagania stawiane doktoratom z zakresu nauk
farmaceutycznych, a zawarta w niej tre$¢ Swiadczy o wysokim poziomie wiedzy i
umiejetnosci p. mgr Anny Czajkowskiej, w petni kwalifikujgcym jg do ubiegania sig o
stopien doktora nauk farmaceutycznych.

Zwracam sie, zatem, do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
o dopuszczenie pani magister

Anny Czajkowskiej do finalnych etapéw

przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage niezwykle wazne znaczenie ujetych w doktoracie badan
dla rozwoju terapii choréb nowotworowych, a takze majac na wzgledzie bogaty
warsztat badawczy i wysoki poziom naukowy zademonstrowanych przez
Doktorantke umiejetnosci skriningowych, wnioskuje o wyréznienie przediozonej

mi do oceny pracy doktorskiej.

Krakow, 11 lipca 2019
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Dr hab. Jadwiga Handzlik, prof. UJ
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