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Swiat roslin jest wcigz bezcennym zrédtem lekéw. Dotychczas wykryto blisko 600
substancji o wtasciwosciach przeciwnowotworowych w okoto 300 gatunkach roslin, szacuje
sig jednak, iz moze je zawiera¢ nawet 2/3 roélin europejskich. Paklitaksel, winkrystyna,
winblastyna oraz pochodne kamptotecyny i podofilotoksyny sg substancjami pochodzenia
rodlinnego, stosowanymi obecnie w leczeniu nowotwordw. W 2012 roku zatwierdzono
homoharringtoning, bedaca alkaloidem wystepujagcym w  kilku gatunkach z rodzaju
Cephalotaxus w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej opornej na inhibitory kinazy
tyrozynowej. Wiele zwigzkéw pochodzenia roslinnego znajduje sie w trakcie badan
klinicznych jako potencjalne leki onkologiczne. Sa to m.in. kombretastatyna A4 i Al (w
postaci prolekéw), genisteina, resweratrol, kurkumina oraz analogi wyzej wymienionych
lekow.

Jedng z rodlin, ktére znajduja sie juz od wielu lat w kregu zainteresowania badaczy jest
czarnuszka siewna. Nigella sativa jest bardzo cennym surowcem roslinnym. Zastosowanie
lecznicze znalazty przede wszystkim nasiona, a doktadniej olej z nich. Badania wskazaty na
obecnos¢ w nim olejku eterycznego, w sktad ktérego wchodzi m.in. tymochinon oraz alfa-
hederyna, ktérym to wtasnie przypisywana jest aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

Nie dziwi wiec fakt zainteresowania tg wifasnie rosling zespotu badawczego pod
kierownictwem Prof. Anny Bielawskiej. Wymiernym efektem badan zrealizowanych w
zespole nad wtasciwosciami przeciwnowotworowymi czarnuszki jest przedtozona do oceny

rozprawa doktorska pani mgr Anny Czajkowskie;.



Przedtozona do oceny praca jest opracowana w sposob klasyczny. Zawiera wstep, cel pracy,
opis stosowanych metod i materiatéw, omdéwienie wynikéw, dyskusje oraz wnioski.

W czesci wprowadzajgcej autorka bardzo szczegétowo charakteryzuje czarnuszke, z
uwzglednieniem sktadu chemicznego poszczegdlnych .....farmakopealnych. Opisuje surowce
rodlinne  zawierajgce  alkaloidy  izochinolinowe o  potencjalnej  aktywnosci
przeciwnowotworowej. Ponadto, przedstawia znaczenie mucyn w procesie nowotworzenia.
Ta cze$¢ pracy w sposob wyczerpujacy uzasadnia trafnosé podjetej tematyki badawczej,
ktorej celem byta ocena skojarzonego dziatania oleju z nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa z
nowym analogiem alkaloidéw izochinolinowych na proces apoptozy w komérkach raka zotgdka AGS.

Cel ten zostat zrealizowany poprzez realizacje nastepujacych zadan badawczych.

e ocene aktywnosci biologicznej oleju z nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa

e poznanie molekularnego mechanizmu dziatania tegoz oleju

e oceng aktywnosci przeciwnowotworowej nowej syntetycznej pochodnej
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’]diizochinoliny (OM-90)

e ocene synergizmu dziatania oleju z czarnuszki z OM- 90

® oceng synergizmu dziatania oleju z etopozydem.

Badania aktywnosci prowadzono wobec komoérek raka zotgdka AGS-CRL-1739. Oceny
cytotoksycznosci badanych zwigzkéw dokonano zgodnie z metoda Carmichael'a, okreslajac
zywotnos¢ komoérek hodowanych in vitro przy uzyciu soli tetrazolowej (MTT). W celu
potwierdzenia, ze badane zwigzki hamuja proliferacje komérek AGS, oceniono ich wptyw na
proces biosyntezy DNA. Wtasciwosci antyproliferacyjne okreslono poprzez ocene stopnia
wbudowania [3H]tymidyny do DNA badanych komorek. Oceniono takze wptyw badanych
zwigzkow na zmiany w morfologii komdrek. Dokonano oceny wptywu oleju z nasion
czarnuszki siewnej w formie monoterapii oraz w skojarzeniu ze zwigzkiem OM-90 na
wybrane znaczniki biochemiczne programowanej $mierci komorki, takie jak: utrata asymetrii
rozmieszczenia fosfolipidéw btony komoérkowej, obnizenie potencjatu mitochondrialnego,
ekspresja kaspaz inicjatorowych 8 i 9, egzekutorowej kaspazy-3 oraz proapoptotycznego
biatka p53. Okreslono takze ekspresjg wybranych biatek przekaznikowych, uczestniczacych w
regulacji przezywalnosci komérek, jak kinaza AKT oraz ERK1/2.

Istotnym zagadnieniem jest takze zablokowanie ekspresji transbtonowej glikoproteiny
MUC1, ktéra jest jednym z najbardziej obiecujgcych celéw molekularnych dla lekéw

przeciwnowotworowych. Zmiany w glikozylacji oraz nadmierna ekspresja MUC1 w



komorkach nowotworowych korelujg z ich wzmozong inwazyjnoscig, oraz wzrostem
potencjatu migracyjnego. Oceniono wptyw monoterapii olejem z nasion czarnuszki, jak i
terapii skojarzonej ze zwigzkiem OM-90 na ekspresje genu MUCI oraz poziom ekspresji
domeny cytoplazmatycznej mucyny transbtonowej MUC1.

Badania przedstawione powyzej s3 kompletnym panelem pozwalajagcym na wyciagniecie
miarodajnych wnioskéw, co do aktywnosci cytotoksycznej. Doktorantka stwierdzita, iz olej z
nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa zastosowany z nowa syntetyczna pochodng
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’]diizochinoliny  (OM-90) wykazuje silniejszg  aktywnos¢
cytotoksyczng i antyproliferacyjng w poréwnaniu do terapii skojarzonej przy uzyciu oleju z
nasion czarnuszki siewnej z etopozydem oraz do monoterapii badanymi zwiazkami w
komérkach raka zotadka AGS. Wniosek ten $wiadczy o wtasciwych zatozeniach
towarzyszacych formutowaniu celéw niniejszej rozprawy.

Stwierdzono ponadto, ze proces apoptozy wywotany przez w wyniku zastosowania oleju z
nasion Nigella sativa w skojarzeniu z nowym analogiem alkaloidéw izochinolinowych (OM-
90) przebiega zardwno wedtug wewnetrznego szlaku indukcji apoptozy, obejmujgcego
spadek mitochondrialnego potencjatu btonowego i aktywacje kaspazy 9, jak i wedtug szlaku
zewnetrznego z wyraznym wzrostem ekspresji kaspazy 8.

Liczne badania wskazujg na zwigkszong aktywno$¢ kinaz AKT, ERK1/ERK2 w wielu typach
komérek nowotworowych, co prowadzi do wzmozonej proliferacji i przezycia tych komaérek.
Wyniki badan wskazujg iz, terapia skojarzona przy uzyciu oleju z nasion czarnuszki siewnej
tacznie z nowa syntetyczng pochodna izochinolinowa (OM-90) prowadzi do obnizenia
ekspresji kluczowych biatek przekaznictwa sygnatowego, jak kinaza AKT oraz ERK1/2.
Potwierdzono réwniez udziat MUC1 w stymulacji szlakéw PI3K-AKT oraz RAS-RAF-MEK-ERK,
poprzez ktore promuje ona wzrost i przetrwanie komérek nowotworowych.

W tym miejscu chciatabym zadaé pytanie: Czy Doktorantka zbadata wptyw oleju z czarnuszki,
oraz pochodnej izochinoliny OM-90 na komérki prawidtowe? Jesli tak, to jakie byty wyniki?
Jesli nie, to dlaczego?

Dodatkowym elementem pracy mgr Anny Czajkowskiej byto opracowanie nowego
systemu dostarczania lekéw opartego na nanoczastkach fosfolipidowych. Rdzen nanoczastek
sktadat sig z oleju z nasion czarnuszki siewnej. Stabilizujaca powtoke nanoemulsji stanowita
mieszanina fosfolipidow. Dodatkowo uktad wzbogacono o badana pochodng izochinoliny

(OM-90) lub etopozyd (ET). Zsyntetyzowano sze$¢ réznych rodzajow nanoemulsji. Jest to



czes¢ pracy o duzym potencjale aplikacyjnym. Nowoczesne nanosystemy s3 doskonatym
narzedziem usprawniajgcym dostarczanie lekéw do komoérek rakowych. Zwiekszajg
biodostepnos¢ substancji leczniczych, czesto dzieki zmianie rozpuszczalnosci oraz ograniczajg
ich uwalnianie do krwiobiegu, co prowadzi do wyzszej skutecznosci terapeutycznej in vivo i
mniejszych dziatar niepozgdanych leku.

Reasumujac, zamierzeniem pracy badawczej byto stworzenie kombinacji oleju z nasion
Nigella sativa tacznie ze zwigzkiem OM-90, ktéra w wyniku synergii dziatania powinna
charakteryzowa¢ sig szerszym spektrum aktywnosci przeciwnowotworowej w poréwnaniu
do terapii skojarzonej z zastosowaniem oleju z nasion Nigella sativa z etopozydem oraz do
monoterapii kazdym z badanych zwigzkéw. W mojej opinii cel zostat osiggniety. Czarnuszka
siewna jest tanim surowcem farmaceutycznym, tatwym do pozyskania. Potaczenie oleju z
lekami syntetycznymi daje mozliwo$¢ obnizenia stosowanych dawek leku, a co za tym idzie

zmniejszenia mozliwych dziatari niepozadanych i toksycznoéci syntetykow.

Podsumowujac, rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, uwazam jg za nowatorskg i
niezwykle interesujaca, w petni spetniajaca wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Ze
wzgledu na te walory, pragne rekomendowac rozprawg doktorskg mgr Anny Czajkowskiej do
wyroznienia.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Anny Czajkowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie jej tytutu doktora nauk farmaceutycznych.
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