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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ
mgr Urszuli Czyzewskiej
pt.: ,Ocena skladu chemicznego, wlasciwosci cytotoksyeznych etanolowych ekstraktow

z propolisu w hodowli komérek raka plaskonablonkowego™.

Propolis, nazywany rowniez kitem pszezelim, to naturalna substancja, lepka,
zywiczna, ktéra powstaje poprzez zmieszanie wydzieliny gruczolu gardlowo-przelykowego
pszczol i zywic zebranych z roznych gatunkéw roslin, glownie z paczkoéw niektorych drzew.
Wykorzystywana jest przez te pracowite owady do zabezpieczenia wnetrza gniazda
pszczelego przed bakteriami, grzybami i innymi mikroorganizmami. Propolis jest bardzo
zlozona mieszaning zwiazkoéw chemicznych o bardzo zréznicowanym skladzie, ktory zalezy
miedzy innymi od polozenia geograficznego, klimatu. rodzaju roslinnosci oraz od gatunku
pszczol, przez ktore jest wytwarzany. Aktualnie w propolisie zidentyfikowano okolo 300
skladnikow. Przewazaja tam zwigzki chemiczne, nalezace do takich grup, jak: flawonoidy,
chalkony. kwasy organiczne oraz ich estry. stilbeny, lignany, terpeny czy fenylopropanoidy.
Ze wzgledu na pochodzenie i sklad propolisu mozna dokona¢ podziatu na propolis: czerwony.
zielony, pacyficzny, kanaryjski, brzozowy i topolowy. W naszym kraju i w calej Europie
glownymi skladnikami kitu pszczelego sa zywice pochodzace z paczkow topoli czarnej
(Populus nigra), topoli osiki (Populus tremula) oraz brzozy brodawkowatej (Betula
verrucosa), a ten rodzaj Kitu pszczelego okreslany jest jako propolis topolowy. Jest on bardzo
cennym zrodlem polifenoli, w szczegdlnoscei flawonoidéw i kwasow fenolowych. Cenne
wlasciwosci propolisu zostaly juz dawno docenione w medycynie ludowej, gdzie
wykorzystywane jest jego dzialanie antyseptyczne. Preparaty propolisu, takie jak globulki,
tabletki, nalewki czy masci, sa dostgpne w aptekach i stosowane w leczeniu roznych
schorzen. Obecnie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania propolisem w leczeniu schorzen
jamy ustnej i przyzebia. Okazuje si¢ on skuteczny w leczeniu owrzodzen blony sluzowej jamy
ustnej, jezyka i warg. Interesujace jest takze, ze ekstrakty etanolowe kitu pszczelego wykazuja
zdolnos¢ indukowania apoptozy (ktora mozna przyrownac do kontrolowanego samobdjstwa
komorki) w réznych typach nowotwordw zlosliwych, jak np.: rak sutka, rak jelita grubego,

rak tarczycy i trzustki, glejak czy rak krtani. Autorzy tych doniesien sugeruja. ze za efekt




farmakologiczny moze odpowiadaé synergiczne dzialanie sktadnikow wchodzacych w skiad
kitu pszczelego. Ale poparcie tej tezy wymaga wykonania kompleksowej analizy aktywnosci
nie tylko sporzadzonych z propolisu ekstraktow. ale i pojedynczych substancji wehodzacych

w jego sklad.

Jednym z powaznych schorzen jamy ustnej jest rak plaskonablonkowy. Wystepuje
on najczesciej u osob starszych, zazwyczaj w piatej i kolejnych dekadach zycia, czgsciej
dotyka mezczyzn. W Polsce choroba ta zajmuje niechlubna 6sma pozycje pod wzglgdem
czestosci wystepowania nowotwordw ztosliwych i stanowi okofo 4% zachorowan na raka.
Pomimo postepu, jaki dokonal si¢ w farmacji i medycynie, do dzi§ brak jest skutecznej
metody leczenia tej choroby, ktora czgsto konczy sig¢ $miercia pacjenta. Mimo szeroko
zakrojonych badan nad sposobami leczenia raka plaskonabtonkowego brak jest
w pi$miennictwie informacji o wplywie etanolowych ekstraktow propolisu oraz jego
skiadnikéw na ptaskonablonkowego raka jezyka. A wiasnie tej tematyki dotyczy rozprawa
doktorska mgr Urszuli Czyzewskiej, wykonana pod kierunkiem dr. hab. Wojciecha Miltyka
na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Z wielkim wigc

zainteresowaniem si¢gnatem po komputerowy wydruk pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma uklad pracy eksperymentalnej. Tekst pracy
zostal podzielony na 13 nastgpujacych po sobie czgsci. Wiasciwa czg$¢ rozprawy, obejmujacg
72 ponumerowane strony, rozpoczynajg: strona tytutowa oraz informacja o promotorze
dysertacji. Nastepnie napotkamy podzigkowania dla dr. hab. Wojciecha Miltyka oraz dla
pracownikow z samodzielnej Pracowni Analizy Lekoéw, z Zakladu Chemii Lekow oraz
dedykacje dla najblizszej rodziny. Na kolejnej, piatej stronie, umieszczono informacje,
ze praca byla realizowana w ramach projektu statutowego, pt.: .Ocena skladu oraz
aktywnosci biologicznej zwiazkéw chemicznych zawartych w propolisie i jego preparatach
farmaceutycznych (nr projektu: 134-27502 F) oraz specjalnego stypendium naukowego
z dotacji podmiotowej w ramach statusu KNOW nr [24/KNOW/15. Na kolejnej stronie
umieszczono czytelny spis tresci.

Trzy kolejne strony zawieraja syntetyczne Wprowadzenie, zapoznajace czytelnika
z tematyka, ktorej dotyczy rozprawa. Przedstawiono w nim informacje na temat propolisu,
jego wiasciwosci (w tym wiasciwosci biologicznych) oraz zastosowania preparatow
propolisowych w lecznictwie. Znaczny fragment tej czesci zostal poswigcony rakowi
plaskonablonkowemu jamy ustnej oraz jego leczeniu. Przedstawiono réwniez aktualny stan
wiedzy, dotyczacy wplywu propolisu na rozne typy komorek nowotworowych. Ta czgs¢

pracy zostala poparta 43 pozycjami pismiennictwa, obejmujacego lata od 1994 do 2016.
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Wszystkie te pozycje zostaly dobrze dobrane i uzyte w tekscie. Swiadezy to o doktadnym
rozeznaniu tematyki badawczej, ktérg Doktorantka zajmowala si¢ w swojej dysertacji.

Na stronie 10 przedstawiono Cel pracy. ktory zakladal wykonanie analiz skfadu
chemicznego etanolowych ekstraktow z propolisu. z wykorzystaniem do tego celu techniki
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas (GC-MS). W kolejnym etapie
badan zaplanowano oceng wplywu badanych ekstraktow na przezywalnos¢ i proces apoptozy
w komérkach raka plaskonablonkowego jezyka (CAL-27). Badaniami objeto trzy etanolowe
ekstrakty propolisu dostepne w aptekach, oznaczone roboczo jako EEP-1, EEP-2 i EEP-3.
pochodzace od dwéch producentéw krajowych. Cel pracy zakladal rowniez wykonanie badan
biologicznych dla pojedynczych substancji (chryzyna, kwas ferulowy, kwas kawowy, kwas
p-kumarowy, galangina. pinobanksyna i pinocembryna) oraz ich mieszaniny.

Trzeba zaznaczy¢, ze cel zostal klarownie przedstawiony. Jednak, by go zrealizowac.
nalezalo wykona¢ wiele pracochlonnych i specjalistycznych badan. Wyniki tych badan
zostaly przedstawione na kolejnych 26 stronach. gdzie zalaczono dwie prace oryginalne,
opublikowane w czasopismach umieszczonych na tzw. liscie filadelfijskiej, o sumarycznym
wspotezynniku oddziatywania impact factor wynoszacym 4,86 punktow. W pracach tych
przedstawiono opisy eksperymentow. uzyta do badan aparature i wykaz zastosowanych
substancji oraz dokonano dokfadnego omowienia wynikow.

Pierwsza z prac. opublikowana na tamach Journal of Medicinal Food', przedstawia
wyniki badan nad skladem jakosciowym trzech handlowych probek zawierajacych propolis
pszczeli. W oparciu o technike chromatografii gazowej ze spektrometria mas wykryto 233
aktywne zwigzki, miedzy innymi: flawonoidy, chalkony, kwas cynamonowy i jego estry oraz
wiele innych. Przeprowadzone badania potwierdzily rowniez we wszystkich badanych
probkach obecno$¢ cynamonianu benzylu (silnego alergenu). Wykazano. ze zawartosc
polifenoli, w zaleznosci od preparatu, wynosita od 11,5 do 15.1%. Dokladna analiza
badanych preparatow pokazala. ze ich sklad odpowiada propolisowi ,topolowemu”, ktory
wystepuje powszechnie w Europie.

Kolejny etap badan ukierunkowany byl na oceng cytotoksycznosci etanolowych
ekstraktow propolisu oraz wybranych zwiagzkéw na komorki plaskonablonkowego raka
jezyka. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze wszystkie badane zwiazki chemiczne
obnizaly przezywalno$¢ komorek raka. Wyznaczone wartosci ICsy dla poszczegdlnych
zwiazkow wynosily odpowiednio: EEP-2 (224pg/ml), EEP-3 (178 pg/ml), EEP-1 (159,2
pg/ml), kwas p-kumarowy (139.2 pg/ml). pinocembryna (135, 2 pg/ml), kwas kawowy
(130.3 pg/ml), kwas felurowy (99,6 pg/ml), chryzyna (54,1 pg/ml), galangina (44,5 pg/ml),

"U. Czyvzewska, J Kononczuk, J. Teul, P. Drggowski, R. Pawlak-Morka, A. Surazvaski, W. Miltyk. Verification
of Chemical Composition of Commercially Available Propolis Extracts by Gas Chromatography—Mass
Spectrometry Analysis. Journal of Medicinal Food. Apr 2015, 18(5): 584-391.
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a dla mieszaniny polifenoli (skfadajacej si¢ z réwnowagowych ilosci wymienionych
zwiazkéw) wartosé ta byta znaczaco mniejsza i wynosita 10,7 ug/ml. Ta ostatnia obserwacja
wskazuje na synergiczne dziatanie zwigzkéw polifenolowych na obnizenie przezywalnosci
komérek CAL-27. Analizujac budowe chemiczng flawonoidow i kwasow fenolowych oraz
wyniki badafn wysunigto przypuszczenie, ze cytotoksycznos¢ tych zwigzkéw na badane
komorki raka jezyka moze by¢ zwigzana z catkowita liczba grup hydroksylowych
w czgsteczce. Badania pokazaly, ze polifenole zawarte w badanych ekstraktach propolisu
sa grupa zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu w terapii plaskonablonkowego raka jezyka,
ktérych aktywnos$é opiera si¢ na ich synergicznym dzialaniu. Wyniki przeprowadzonych
pomiaréw zachecaja do dalszych badan nad zastosowaniem preparatow opartych
na propolisie w prewencji i terapii raka pfaskonablonkowego jezyka. Wyniki tych badan
zostaly opublikowane na lamach PLOS ONE.

W kolejnej, trzeciej pracy, zaakceptowanej do druku w Po.vtgpachﬁloterapr'ij , ktora
zostala dolagczona do dysertacji, przedstawiono zastosowanie technik rozdzielczych
sprzezonych ze spektrometrig mas (wraz z wyjasniong zasada dzialania detektora i jego
odmianami) do badania sktadu propolisu i wytworzonych z niego produktow. Praca
ta potwierdza dobre rozeznanie Doktorantki w tematyce badawczej.

Na stronach 54-57 Doktorantka dokonala syntetycznej dyskusji przeprowadzonych
badan, ktora podparta whasciwie dobranym pismiennictwem. W tej czgsci rozprawy mozna
dostrzec umiejgtnoéci mgr Urszuli Czyzewskiej do syntetycznej i wywazonej oceny
szerokiego zakresu badan przedstawionych w trzech publikacjach. Sposob przedstawienia
dyskusji nie budzi watpliwosci co do dobrego przygotowania Doktorantki i Jej predyspozycji
do pracy badawczej, w tym do trafnego wyciagania wnioskoéw, ktére przedstawiono w szesciu
punktach, na kolejnej 58 stronie.

Konkluzje tam  wysuni¢te sg uzasadnione i maja odzwierciedlenie
w przeprowadzonych badaniach. Doktorantka wykazata, ze badane preparaty z propolisu
zawieraja duze ilosci polifenoli. Zawarte w ekstraktach flawonoidy, kwasy fenolowe oraz
mieszanina polifenoli, wykazuja aktywnos$¢ cytotoksyczna wobec komorek CAL-27. Przy
czym najwyzszg aktywnos¢ posiadata mieszanina zwiazkéw polifenolowych, co wskazuje
na synergizm dziatania. Wszystkie te zwiazki dzialaly proapoptotycznie, jednak mieszanina
polifenoli w najwigkszym stopniu indukowata apoptozg. Przedstawione wyniki wskazuja
na zasadno§¢ dalszych badan nad zastosowaniem propolisu w prewencji i terapii raka

plaskonablonkowego jezyka.

2 U Czyzewska, K. Siemionow, 1. Zargba, W. Miltyk. PLOS ONE | DOI: 10.1371 /journal. pone.0157091 June 9,

2016
YU Czyzewska, W. Miltyk. Spektrometria mas w analizie skladu propolisu. Postgpy Fitoterapii 2/2016
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Na dalszych stronach (59-61) dostarczonego do oceny wydruku odnajdziemy dobrze
napisane streszczenic w jezyku polskim i angielskim. To bardzo wazna czgs¢ dysertacji.
bowiem czgsto to od niej zalezy, czy znajdzie ona czytelnika. W przekonaniu recenzenta,
zadanie to zostalo spetione.

Strony od 62 do 65 zawierajg Listg publikacji i List¢ doniesien zjazdowych, ktorych
Doktorantka jest wspolautorka. Prac tych, nie wliczajac trzech prac wchodzacych w skiad
dysertacji, jest 12, z czego 10 to prace oryginalne opublikowane w czasopismach
umieszczonych na tak zwanej liscie filadelfijskiej”, a ich sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania Impact factor wynosi 23,34. Wraz z publikacjami wchodzacymi w sklad
dysertacji wartos¢ ta przyjmuje 28,2 punktéw. Doktorantka ma ponadto w swoim dorobku 12
komunikatow przedstawionych na zjazdach i konferencjach naukowych. Podsumowujac,
dorobek naukowy Kandydatki do stopnia doktora nauk farmaceutycznych mozna uzna¢
za wigcej niz wystarczajacy.

Na nastepnych dwoéch kartach odnajdziemy Curriculum vitae, a na kolejnych pigeiu
Pismiennictwo liczace 58 starannie dobranych i wlasciwie uzytych w tekscie pracy pozycji.

Na ostatnich 10 stronach zamieszczono odpowiednie o$wiadczenia wspdtautorow
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej, informujgce o ich udziale. Warto
wspomnieé, ze we wszystkich tych pracach Doktorantka jest pierwszym autorem i zarazem
autorem korespondujacym.

Nalezy przyznaé, ze praca, pomimo zlozonej i trudnej tematyki, zostala napisana
starannie, zrozumiatym w odbiorze jezykiem. Jednak, pomimo korekty autorskiej, w pracy
zauwazono drobne bledy. Z obowigzku recenzenckiego wymienig kilka z nich. Na stronie
6smej, wers 4, napisano ,Etanolowe ekstrakty pozyskane z propolisu (EEP) dzialaja
cytotoksyczne” zamiast ..cytotoksycznie”. Na stronie 9, w wersie 8, nalezaloby poprawi¢:
.Rak ptaskonablonkowy jamy ustnej cechuje zle rokowania...” na: ,.cechuje zle rokowanie™.
Strona 59, wers ostatni, powinno by¢ napisane ,.indukuja apoptoz¢ na drodze wewngtrznej
i zewnetrznej” a jest: .nad drodze”. Z kolei w ostatnim zdaniu streszczenia: ,w terapii
przeciwnowotworowej w raka ptaskonablonkowego jezyka™ niepotrzebnie wystgpuje litera

tE}

wW

Analizujagc  kolejno$é poszczegélnych czeéci dysertacji uwazam, ze czgs¢
zatytulowana Pismiennictwo powinna by¢ umieszczona przed czgscia Lista publikacji. Mam
rowniez uwage do przyjetej w rozprawie zasady numeracji stron. Bowiem chronologicznie
rozpoczeta konczy si¢ na stronie 11, po czym wystgpuja numery stron zamieszczonych
publikacji, badZ strony nieponumerowane, a wlasciwa numeracja powraca od strony numer

54. Zastosowany sposob numeracji nie utatwia poruszania si¢ po tekscie pracy.
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Wracajac do wykonanych badan nalezy podkresli¢, ze zostaly one zaplanowane
i wykonane prawidlowo. Jednak zabraklo mi szczegdlow odnoszacych si¢ do walidacji metod
chromatograficznych, zastosowanych do analizy etanolowych ekstraktow propolisowych. By¢
moze bylo to juz dyskutowane z recenzentami oceniajacymi te badania przed
ich opublikowaniem. Mam jednak nadziej¢, ze przedstawienie tej informacji stanie
si¢ przyczynkiem do ciekawej dyskusji podczas obrony pracy.

Chcialbym w tym miejscu zaznaczy¢, ze wymienione uwagi nie wplywaja
negatywnie na moja calosciowg opinig o pracy, ktora oceniam wysoko. Po dokladnej analizie
tekstu rozprawy stwierdzam, ze zostala ona napisana dobrym., mimo zlozonej tematyki,
zrozumialym w odbiorze jezykiem i stanowi oryginalne osiagnigcie mgr Urszuli CzyzewsKiej,
wnoszace nowe dane do prezentowanej tematyki badawczej. Cel pracy zostal jasno
zdefiniowany, badania prawidlowo zaplanowano i wykonano. Dyskusja jest dojrzala,
co $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Kandydatki ubiegajacej si¢ o stopien naukowy
doktora nauk farmaceutycznych, poparta jest wynikami eksperymentéw i aktualnym
pismiennictwem  specjalistycznym. Opublikowanie  wynikow badan w  uznanych

czasopismach specjalistycznych o zasiegu migdzynarodowym jest tego potwierdzeniem.

Biorgc pod uwage powyzsze stwierdzam. ze oceniana praca doktorska spelnia
ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk farmaceutycznych.
Whnioskujg zatem do Pani Dziekan i Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Urszuli Czyzewskiej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na wspomniang juz wysoka calosciowa oceng. waznos¢
poruszanej w pracy tematyki badawczej oraz umiejetne polaczenie analizy
chromatograficznej z szeroko zakrojonymi badaniami biologicznymi, wnoszacymi nowe,
istotne dane do prezentowanej tematyki badawczej ($wiadcza o tym miedzy innymi
publikacje wchodzace w sklad dysertacji), skladam do Pani Dziekan i Wysokiej Rady
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w  Bialymstoku  wniosek
o wyrdznienie dysertacji mgr Urszuli Czyzewskiej, pt.: ..Ocena skladu chemicznego.
wlasciwosci cytotoksycznych etanolowych ekstraktow z propolisu w hodowli komorek raka

plaskonablonkowego™.
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