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Ocena rozprawy na stopien doktora nauk farmaceutycznych
Pani mgr Urszuli Czyzewskiej
pt. ,,Ocena sktadu chemicznego, wtasciwosci cytotoksycznych
etanolowych ekstraktow z propolisu
w hodowli komdrek raka ptaskonabfonkowego”
wykonanej w Samodzielnej Pracowni Analizy Lekow
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
pod kierunkiem dr hab. Wojciecha Miltyka

Cele badawcze postawione w recenzowanej pracy to ocena sktadu chemicznego
(jakosciowa oraz ilosciowa) trzech ekstraktow z propolisu oraz zbadanie wptywu tych
ekstraktow i zwigzkow wchodzacych w ich sktad (pojedynczo oraz w mieszaninie), na
przezywalnos¢ oraz na proces apoptozy w hodowli komarek ptaskonabtonkowego raka
jezyka CAL-27.

Rak ptaskonabtonkowy jezyka to jeden z czesciej wystepujacych nowotworéw jamy
ustnej, cechujgcy sie opornoscig na leczenie i czesto ztym rokowaniem dla pacjenta.
Stosowane obecnie schematy terapeutyczne to przede wszystkim zabiegi chirurgiczne
i radioterapia, co w wielu przypadkach jest niewystarczajgce. Poszukiwanie zwigzkow
aktywnych biologicznie, ktére mogtyby zwiekszyc¢ skutecznosc terapii tego typu nowotworow
jest niewatpliwie wyzwaniem, a temat recenzowanej pracy, z tego punktu widzenia, staje sie
bardzo aktualny i wazny.

Jeden z kierunkéw poszukiwania nowych aktywnych potgczen to badanie surowcow
naturalnych, ktére sg bogatym Zrodtem unikalnych substancji chemicznych. Doktorantka
zainteresowata sie propolisem, ktory jest srodkiem stosowanych od dawna, ale jednoczesnie
wcigz ,tajemniczym” i bardzo ztozonym pod wzgledem chemicznym. Postawione pytania
badawcze moina posumowaé w nastepujacy sposob: czy badane preparaty propolisu
zawierajg odpowiednig ilos¢ wartosciowych grup zwigzkéw chemicznych, jakie sg gtowne
zwiazki w nich wystepujace i w jakich ilosciach wystepujg, czy preparaty propolisu oraz ich
poszczegolne sktadniki wywieraja wptyw na przezywalnosé¢ komoérek nowotworowych
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CAL-27, jaki moze by¢ ich mechanizm dziatania w komérkach nowotworowych, w jaki sposob
dziataja poszczegdlne sktadniki tych preparatéw oraz czy moze wystepowac dziatanie
synergistyczne.

W ocenianej pracy zawarte s wszystkie wymagane rozdziaty, a mianowicie: wstep,
cel pracy, trzy publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, dyskusja wynikow,
whnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, informacje o publikacjach Doktorantki
oraz oswiadczenia wspotautorow prac witgczonych do rozprawy i pismiennictwo.

Wstep zostat poswiecony krétkiemu omoéwieniu literatury dotyczacej znanych,
potwierdzonych przez praktyke, korzystnych dziatan preparatow propolisu oraz
dotychczasowych badar nad ich aktywnoscia cytotoksyczng w komérkach nowotworowych
i potencjalnych mechanizméw tej aktywnosci. Cze$¢ wstepna, chociaz jest bardzo zwigzta,
dostarcza ciekawych informacji dotyczacych problematyki badawczej zawartej w pracy. Jest
ona przemyslana, oparta na wiasciwie dobranych pozycjach literaturowych i jako catos¢
bardzo dobrze wprowadza czytelnika do kolejnych czesci rozprawy. Jak wspomniano
powyzej, podstawa dysertacji sg trzy opublikowane prace naukowe, dwie oryginalne prace
doswiadczalne i jeden artykut przegladowy.

Publikacja | dotyczy oceny sktadu chemicznego trzech preparatow propolisu
dostepnych w aptekach, metodg chromatografii gazowej sprezonej ze spektrometrig mas.
W badaniach Doktorantka wykorzystata zmodyfikowang przez siebie metode GC-MS
dostepng w pismiennictwie, polegajacg miedzy innymi na upochodnieniu oznaczanych
zwigzkéw poprzez ich sililowanie. Do identyfikacji poszczegélnych sktadnikéw propolisu
wykorzystata dane dostepne w bibliotece widm NIST 08 i bibliotece indeksow retencji.
W trzech badanych preparatach propolisu wykryta ponad 230 sktadnikéw, z czego ponad 150
udato sie Jej zidentyfikowaé, a niektore oceni¢ takie potilosciowo. Na tej podstawie
Doktorantka mogta stwierdzic, ze gtdwne zwiazki zawarte w badanych preparatach propolisu
to flawonoidy i chalkony, kwasy cynamonowe i ich estry oraz glicerydy i terpenoidy.
Jednoczesnie, opierajac sie na danych literaturowych, mogta stwierdzi¢, ze badane preparaty
dzieki obecnosci tych grup zwigzkow, moga wykazywac korzystne dziatanie biologiczne.
Doktorantka zidentyfikowata miedzy innymi wartosciowa pochodng kwasu kawowego znang
jako CAPE i galangine. W badaniach, ktére s3 szeroko prowadzone przez wielu badaczy,
obydwa zwigzki wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe i cytotoksyczne. Takze niektére
wykryte i zidentyfikowane w niniejszej pracy glicerydy wykazujg dziatanie przeciwzapalne
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i przeciwutleniajace. W badaniach wtasnych mgr Czyzewska zwrdcita uwage na substancje
chemiczne obecne w propolisie o potencjalnym dziataniu uczulajgcym.

Opracowana metodyka moze by¢ wykorzystana do standaryzacji preparatow zawierajgcych
propolis, miedzy innymi do okreslenia rodzaju zawartego w nich propolisu, do potwierdzenia
odpowiedniej ilosci zwigzkow aktywnych oraz do sprawdzenia zawartosci zwigzkow
o niekorzystnym dziataniu uczulajgcym. Jednoczesnie wyniki otrzymane na tym etapie pracy
staty sie podstawa do dalszych badan, w tym do badan nad aktywnoscig biologiczng
poszczegoélnych sktadnikow propolisu oraz ich mieszanin.

Publikacja Il dotyczy ilosciowego oznaczania najwazniejszych polifenoli zawartych w trzech
badanych preparatach propolisu, metodg GC/MS, a nastepnie badania wptywu
poszczegélnych ekstraktow, pojedynczych substancji czynnych, tj. chryzyny, galanginy,
pinobanksyny, pinocembryny, kwasu kawowego, kwasu p-kumarowego i kwasu ferulowego
oraz ich mieszaniny, na zywotnos¢ komorek ptaskonabtonkowego raka jezyka CAL-27.
Doktorantka ocenita cytotoksycznos$¢ badanych préb, stosujac test MTT, a nastepnie ich
wplyw na proces apoptozy, wykorzystujgc metode cytometrii przeptywowej i mikroskopie
immunofluorescencyjna.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki wskazujg, ze pozyskane z apteki preparaty zawierajace
propolis mogg réznic sie sumaryczng zawartoscig zwigzkéw polifenolowych, jak i zawartoscia
poszczegllnych substancji, ale wszystkie spetniajg zaktadane kryteria jakosci. Badania
wykonane w komdérkach CAL-27 wykazaty, ze mieszanina zwigzkow polifenolowych
(na podstawie wyznaczonych wartosci 1Csg) wykazuje najwiekszy wplyw na zywotnosc
komorek, na indukowanie apoptozy oraz na aktywacje kaspazy 3, 8 i 9. Biorac to pod uwage,
Doktorantka wyprowadzita wniosek o synergistycznym dziataniu mieszaniny polifenoli,
a takze o zaleznosci dziatania przeciwnowotworowego od ich budowy chemicznej, zwracajac
uwage na liczbe grup hydroksylowych w czgsteczce. Na podstawie otrzymanych wynikow
Doktorantka mogta takze wysunac¢ wniosek, ze hamowanie wzrostu komorek CAL-27 przez
polifenole obecne w propolisie, moze by¢ skorelowane z nasilaniem przez nie procesu
apoptozy.

Publikacja Ill to praca przegladowa na temat zastosowania spektrometrii mas w analizie
preparatéw propolisu. Opierajgc sie na 36 pozycjach pismiennictwa Doktorantka omawia
dostepne dane literaturowe na temat sktadu jakosciowego oraz ilosciowego propolisu,

zaleznych miedzy innymi od szaty roslinnej w miejscu zbioru czy gatunku pszczot.
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W nastepnej kolejnosci omawia podstawy techniczne spektrometrii mas, takie jak rodzaje
jonizacji, analizatoréw mas oraz detektorow stosowanych w analizie preparatow
zawierajacych propolis, a takze w opisanych w literaturze oznaczeniach poszczegolnych
substancji czynnych wystepujacych w propolisie. W kazdym z tych zagadnien technicznych
Doktorantka zwraca uwage na wady i zalety proponowanych rozwigzan, a takze na sposob
dostosowania odpowiednich parametrow do rodzaju analizy. Praca ta jest nie tylko
przegladem metod MS zastosowanych w analizie propolisu. Czes¢ dotyczaca technicznych i
metodycznych aspektéw spektrometrii mas moze by¢ ciekawa dla 0s6b rozpoczynajacych
prace z tym coraz szerzej stosowanym rodzajem detekcji.

Obie prace do$wiadczalne oraz praca przeglagdowa pokazujg, ze Pani mgr Czyzewska
ma szeroka wiedze dotyczaca nowoczesnych technik analitycznych, a takze technik
bioanalitycznych, stosowanych w ocenie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych
czasteczek. O wysokiej wartoéci przeprowadzonych badarn swiadczy ich opublikowanie
wynikéw w czasopismach o stosunkowo wysokiej wartosci wspotczynnika IF. Prace te
musiaty by¢ bardzo dobrze ocenione i uznane za interesujgce z punktu widzenia srodowiska
naukowego.

Dotaczona do pracy dyskusja nt. aktywnosci biologicznej ekstraktow z propolisu jest

dobrze napisana, chociaz, wedtug mnie, mogtaby zawiera¢ wiecej odniesien do innych
podobnych prac dostepnych w pismiennictwie. Prace mozna byto takze uzupetni¢ poprzez
podanie struktur chemicznych badanych zwigzkéw, co wzbogacitoby dyskusje na temat
zaleznosci przeciwnowotworowego dziatania poszczegdlnych polifenoli od ich budowy.
Rozumiem jednak, ze Doktorantka chciata unikng¢ zbyt wielu powtdrzen z trescig
dotaczonych publikacji.
Jako recenzent nie znalaztam w pracy wiekszych uchybien, poza kilkoma literéwkami. Jako
osoba zainteresowana analiza s$rodkow leczniczych chciatabym dopyta¢ o szczegoty
dotyczgce metody ilosciowego oznaczania wybranych zwigzkow, w tym szczegoty dotyczace
walidacji metody.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze Pani mgr Urszula Czyzewska przeprowadzita
wiele réznorodnych badan, co wskazuje na Jej bardzo dobre umiejetnosci analityczne.
Jednoczes$nie wiasciwa interpretacja wynikow swiadczy o Jej bardzo dobrym przygotowaniu
teoretycznym. Praca Pani mgr Czyzewskiej jest ciekawa w aspekcie teoretycznym,

a jednocze$nie posiada wyrazny charakter aplikacyjny, co oceniam bardzo pozytywnie.
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Otrzymane przez Nig wyniki uzupetniajg i wzbogacajg w istotny sposob obszar wiedzy
o aktywnosci przeciwnowotworowej propolisu i jego sktadnikéw. Wyniki te moga byc
interesujace dla specjalistéw z réznych dziatéw farmacji i medycyny. Nalezy podkreslic, ze
dotychczas nie badano wptywu ekstraktéw propolisowych na wzrost i rozwdj komorek
ptaskonabtonkowego raka jezyka, co potwierdza oryginalnos¢ przeprowadzonych badan.

Bioragc pod uwage wysoka wartos¢ pracy oraz opublikowanie wynikéw
w renomowanych czasopismach branzowych, jestem przekonana, ze praca pt. ,Ocena skfadu
chemicznego, wiasciwosci cytotoksycznych etanolowych ekstraktow z propolisu w hodowli
komodrek raka ptaskonabfonkowego” spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez
ustawe o stopniach naukowych i z przyjemnoscia wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Urszuli Czyzewskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Praca mgr Urszuli Czyzewskiej prezentuje wysoki poziom naukowy i dotyczy waznego
problemu, jakim jest terapia nowotwordw jamy ustnej. W niektorych aspektach jest praca
nowatorska, wykonang z uzyciem nowoczesnych narzedzi. Jednoczesnie jest to cykl
publikacji o sumarycznej wartosci IF > 4, co, zgodnie z Regulaminem wyrozniania prac
doktorskich na Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej UMB,
upowaznia mnie do wystgpienia do Wysokiej Rady Wydziatu z wnioskiem o jej wyroznienie,

CO niniejszym czynie.
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