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wsModulowanie biologicznej aktywnoSci irinotekanu i jego metabolitu (SN38) przez
ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) w badaniach in vifro”

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr Gabrieli Katarzyny Gajek zostala wykonana w Katedrze
Biotechnologii Molekularnej i Genetyki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego. Promotorem rozprawy jest dr hab. Renata Kontek, Prof. UL.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona do recenzji w formie monografii. Stanowi ona
wartosciowe, oryginalne opracowanie opisujgce rozwigzanie problemu naukowego. Rozprawa sklada
si¢ kolejno z nastepujacych rozdziatow: Spisu tresci, Wykazu skrotow, Wstepu, Celu pracy, Materiatu
i metod, Wynikow, Dyskusji, Wnioskéw, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Zestawienia
dorobku naukowego Doktorantki oraz Literatury. Zdjecia i tabele sa wlaczone do rozdzialow
Material i metody oraz Wyniki i nic stanowig odrebnych rozdzialow rozprawy. Rozprawa doktorska
liczy 145 stron. Uklad rozprawy doktorskiej jest prawidtowy, zgodnie z przyjetymi zasadami dla prac
doktorskich w naukach przyrodniczych.
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Opis i ocena merytoryczna rozprawy

Celem badanh w ocenianej rozprawie doktorskiej jest ocena wptywu aktywnego komponentu
propolisu - estru fenyloetylowego kwasu kawowego (CAPE) na aktywnosé biologiczng komorek
nowotworowych przewodu pokarmowego. Kolejnym celem wyznaczonym przez Doktorantke bylo
okre$lenie stopnia, w jakim CAPE moze modulowaé efekty toksyczne indukowane przez lek
przeciwnowotworowy - irinotekan i jego metabolit SN38 w komoérkach linii nowotworowych
przewodu pokarmowego. Do badan wybrano 4 linie komérkowe:

- AGS (ludzka linia komoérek nablonkowych gruczolakoraka zoladka),

- HT29 (ludzka linia komorek gruczolaka jelita grubego)

- HCT116 (ludzka linia komoérek nablonkowych gruczolakoraka jelita grubego)

- Caco-2 (ludzka linia komérek nablonkowych gruczolaka jelita grubego).

Wybdr linii nowotworowych do badan zostat doskonale uzasadniony przez Doktorantkg. Wybdr ten
wynikal z odmiennego profilu genetycznego tych linii, co ,,pozwolito uzyskaé zréznicowane
odpowiedzi genetyczne na zastosowane ukiady doswiadczalne”. Z kolei linii komérkowa Caco-2 o
wysokim stopniu podobiefistwa do prawidlowych komorek nablonka jelit stanowi model
referencyjny w analizach bioaktywnosci zwigzkéw chemicznych. Wybrane do badan linie
komorkowe oraz warunki ich hodowli zostaty wyczerpujaco scharakteryzowane w rozdziale Material
i metody.

Rozprawa zawiera skrupulatnie przygotowany Wykaz skrétéw. Mimo tego uwazam, ze w
dalszej czesci pracy Doktorantka uzywajac skrétu po raz pierwszy w danym rozdziale powinna
zamiesci¢ jego wyjasnienie.

Wstep zostal napisany w sposob przejrzysty i przystgpny, a zawarte tresci wyczerpujaco
przedstawiajg zakres wiedzy stanowigcy wprowadzenie do rozprawy. Rozdziat ten ma prawidtows
strukture, a zawarto$¢ merytoryczna tego rozdzialu zostata dobrze przemyslana. Doktorantka
charakteryzuje propolis oraz ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) oraz jego znane
przeciwnowotworowe wlasciwosci oraz znany wplyw na transformacj¢ nowotworowa. Osobny
podrozdzial poswigcony jest charakterystyce irinotekanu, jego zastosowaniu w medycynie oraz
oddziatywaniu z suplementami diety. Wstep prowadzi do jasno sprecyzowanego celu.

Cele pracy zostaly trafnie okreslone i sa poprawnie sformulowane. Nalezy podkreslic, ze
postawione cele pracy zostaly przez mgr Gabriele Gajek w pelni osiagnigte. W tym miejscu cheiatam

podkresli¢ niezwykle wazny aplikacyjny, zaréwno spoteczny, jak i prozdrowotny aspekt badan
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przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Stosowanie suplementdéw diety jest obecnie
niezwykle powszechne i czegsto pozbawione specjalistycznej kontroli. Szczegdlne zagrozenie dla
zdrowia czlowieka stanowi stosowanie kilku réznych suplementow diety bez kontroli i bez wiedzy o
ich efektach dzialania, ale réwniez, co bardzo istotne, o ich wzajemnych interakcjach. Produkty
oparte na propolisie, jako Ze sg naturalne, i co nalezy podkresli¢ ogélnie dostgpne, naleza do grupy
specyfikow czgsto i samowolnie stosowanych. Wobec tego poznanie mechanizméw dzialania tych
preparatow stosowanych jako uzupelnienie codziennej diety, jak i w leczeniu onkoterapeutycznym
jest niezwykle istotne. °

Rozdzial Material i metody jest opisany starannie, z uwzglednieniem szczegélowych
procedur, stanowi on cenny material Zzrédlowy i na jego podstawie mozna powtdrzy¢ wszystkic
eksperymenty. Sugerowalabym jednak przeniesienie podrozdziahi ‘I11.3.2. Pasaz’ do podrozdziatu
Materiat badawczy, tuz za opisem linii komérkowych i metod ich hodowli. W spisie tresci (I11.2.)
brakuje tez ,,Jlinii komorkowej Caco-2’. Spis fresci zawiera rowniez bledy w numerowaniu kolejnych
podrozdzialow (przyktadowo dwukrotnie 111.3.2. i dalsze tego konsekwencje). W moim odczuciu
zabraklo tez w tym rozdziale opisu metod statystycznych zastosowanych w rozprawie do oceny
istotnodci wynikdow. Pragne podkresli¢, ze eksperymentalny uklad in vitro wraz z wykorzystanymi
metodami analitycznymi zastosowany przez Doktorantke jest w tego typu badaniach ogdlnie
przyjety. Dobdr materialow i metod jest poprawny dla osiggniecia celéw rozprawy, a ukiady
doswiadczalne zaplanowane wiasciwie i z zachowaniem nalezytych powtérzen i innych standardow.

Przeprowadzone ilosciowe, niezwykle czasochltonne analizy, wskazuja na doskonale
opanowany warsztat metodyczny Doktorantki w  zakresie oceny: cytotoksycznosei,
genotoksycznosci, poziomu stresu oksydacyjnego, zaburzen cyklu komodrkowego i zdolnosci
komorek do indukeji apoptozy. Rozdzial Wyniki stanowi w rozprawie doktorskiej 52 strony. Jest
przygotowany rzetelnie, w czytelny sposéb. Zawiera az 27 Rycin z wynikami obrazowymi, jak 1
ilosciowymi. Pragne podkreslic wysokg jakos¢ Rycin z wykresami.
Za dwa najwazniejsze osiggnig¢cia badawcze Doktorantki uwazam wykazanie, Ze:

o ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) w badanych liniach nowotworowych
wykazuje  silne aktywnosci: cytotoksyczna/genotoksyczna, antyoksydacyjna,
proapoptotyczng oraz hamujacg cykl komoérkowy

¢ CAPE ma dzialanie antagonistyczne wzgledem irinotekanu (CPT-11) i jego metabolitu SN38
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Badania przeprowadzone przez Doktorantke pozwolily na uzyskanie bardzo cennych wynikow,
stanowigcych uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej dziatania propolisu i CAPE oraz ich
roli w terapii antynowotworowej.

Whioski zostaty trafnie i precyzyjnie sformulowane. Czgécia rozprawy jest rozdzial
Literatura zawierajacy najwazniejsze pozycje literaturowe (az 185 pozycji), cisle zwigzane z
tematykg badan. Jej zakres jest odpowiedni do obecnego stanu wiedzy dotyczacej tematyki pracy
doktorskiej. Doktorantka nie ustrzegla si¢ jednak drobnych bledéw edycyjnych w spisie literatury
(przykladowo brak konsekwencji w stosowaniu spacji i znakow interpunkeyjnych), podobnie jak i
tzw. literowek w innych czegsciach pracy (np. Tabela 1). Drobne bledy edycyjne w zadnym stopniu
nie wplywaja na mojg ogélng pozytywng opini¢ o skrupulatnym, starannym przygotowaniu rozprawy
doktorskiej. Dyskusja jest napisana w sposob dojrzaty. W rozprawie doktorskiej Doktorantka stosuje
poprawnie jezyk bogaty w terminologi¢ naukowa.

W podsumowaniu, rozprawe doktorska oceniam wysoko. Zatozenia projektu doktorskiego sg
dobrze przemyslane i w pelni zrealizowane. Wybdr tematyki badawczej uwazam za sluszny,
niezwykle wazny, o charakterze aplikacyjnym i przyszto$ciowym. Wyniki rozprawy doktorskiej sg
cenne, poszerzajg dotychczasowg wiedzg, dostarczaja oryginalnych rozwigzan problemu badawczego
o charakterze aplikacyjnym. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w pelni przekonata mnie o
wysokiej wiedzy teoretycznej Doktorantki w zakresie szeroko pojetej biologii molekularnej i
genetyki, ze szczegélnym uwzglednieniem genetycznych i molekularnych podstaw etiologii
nowotworéw, zaréwno ich diagnostyki, jak i terapii. Nie mam réwniez zadnych watpliwosci co do
mozliwosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke.

Jednoczesnie chee podkreslié, ze wymienione w recenzji uwagi nie umniejszajg wysokiej
wartosci pracy.

Kilka aspektéw rozprawy doktorskiej jest w mojej opinii wartych dyskusji, lub jest na tyle
interesujgcych, Ze jestem ciekawa opinii Doktorantki. Prositabym Doktorantkg o ustosunkowanie sig
podczas obrony do ponizszych kwestii:

1. Zastosowanie propolisu i CAPE jako cennego suplementu diety w przeprowadzonych
badaniach jest oczywiscie uzasadnione, ale kieruje do Doktorantki pytanie, dlaczego wybrata
wlasnie ten zwigzek z catej gamy innych dostgpnych suplementéw diety?

2. Doktorantka opisuje zalezno$é¢ konsystencji propolisu w zaleznosci od temperatury, co

prawdopodobnie wynika z duzego udziatu woskéw i zywic w jego skladzie. Zgodnie z opisem
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w rozprawie w temperaturze 30-35°C propolis staje si¢ plastyczny. W jakiej temperaturze
(i czy w ogdle) propolis moze staé si¢ ptynny?

3. Czy istnieja jakiekolwiek rdézmice (takze te dotyczace efektow ich dziatania) w
zsyntetyzowanym a naturalnym estrze fenyloetylowym kwasu kawowego?

4. Jakic sg dalsze plany dotyczace ewentualnego aplikacyjnego wykorzystania uzyskanych
wynikow badan? Jakic sa dalsze plany badawcze dotyczgce kontynuacji oceny wplywu CAPE
na zdrowe, jak i nowotworowe komdrki? Czy planowane jest rozszerzenie badan na inne linie
nowotworowe? Czy istnieje mozliwos¢ przeprowadzenie badan in vivo np. u innych
organizméw zwierzgcych?

5. W rozdziale 1.3.2. Doktorantka przedstawia na Rycinie schemat zewnatrzkomorkowego i
wewnatrzkomoérkowego szlaku apoptozy. Prosze o potwierdzenie, ze schemat ten jest jej
autorstwa (skoro brakuje wskazania zrodta)

6. Proszg¢ Doktorantke¢ o rzeczowe uzasadnienie stwierdzenia, ze efekty dziatania CAPE s3
niezalezne od rodzaju komdrek nowotworowych i jego ste¢zenia na podstawie danych
literaturowych i whasnych wynikéw

7. Czy Doktorantka widzi mozliwo$¢ zastosowania naturalnego propolisu w terapii
antynowotworowej, bioragc pod uwagge jego zmienno$é sktadu?

8. Interesujgcy jest proces wzbogacania propolisu w CAPE. Czy Doktorantka mogtaby
przedstawi¢ wigcej informacji na ten temat? Czy dostgpny komercyjnie propolis jest
wzbogacony w CAPE?

9. Prosz¢ o przedstawienie obecnego stanu dotyczacego zakresu stosowania irinotekanu w
leczeniu onkologicznym? Czy biorgc pod uwage 100 - 1000x wyzszg aktywnosé
przeciwnowotworowa SN38 niz irinotekanu tylko metabolit jest stosowany w terapii
antynowotworowej?

10. W zwigzku ze stwierdzeniem, ze pekniecia nici DNA jako efekt dziatania irinotekanu majg
miejsce gtéwnie w regionach kodujacych rRNA, bo sg wolne od nukleosoméw, proszg o
szerszy komentarz na ten temat: jak struktura chromatyny wplywa na powstawanie peknigé
DNA i jego naprawy w aspekcie nowotworzenia i terapii onkologiczne;j?

11. Jakic sg cechy morfologiczne badanych linii komorek nowotworowych pozwalajace na ich

rozroznienie w mikroskopie odwréconym?

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii | Ochrony Srodowiska

ul. Jagielloriska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 2009 592, 32 20 09 461, e-maik: ibbios. wnp@us.edu.pl

www.us.edu.plinstytut/ibbios '1( .



6

12. Jak przekladata si¢ gestosé komorek zastosowana w tescie kometowym (1,2x10°) na
rzeczywistg liczbe komoérek obserwowana w polu widzenia w mikroskopie
fluorescencyjnym?

13. Ktore z zastosowanych w pracy doktorskiej metod (testow) mozna wykorzysta¢ dla oceny
zywotnosci, cytotoksycznos$ci, genotoksyczno$ci i $mierci komoérkowej dla komorek
roslinnych? Z jakimi modyfikacjami metod musialo by si¢ to wigza¢?

14. Jak mozna wytlumaczy¢ roznice stezen CAPE (ICso) wyznaczonych dla poszczeg6lnych linii
komérkowych do oceny efektu synergistycznego lub antagonistycznego CPT-11 i SN38?

Skad moga wynikaé réznice we wrazliwosci tych komorek?

Bedacy czescig pracy rozdzial *Dorobek naukowy’ wskazuje na wysoka aktywnos¢ naukowa mgr
Gabrieli Katarzyny Gajek. Jest ona autorem/wspotautorem 16 publikacji naukowych o fgcznym IF =
67,45. Ten moim zdaniem imponujgcy jak na miodego pracownika naukowego dorobek naukowy
wskazuje na znacznie szersze zainteresowania naukowe Doktorantki niz te bgdace przedmiotem

rozprawy doktorskie;j.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Gabrieli Katarzyny Gajek zatytulowana
‘Modulowanie biologicznej aktywno$ci irinotekanu i jego metabolitu (SN38) przez ester
fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) w badaniach irn vitro’ spetnia warunki wymagane Ustawg
z dnia 14.03.2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595), z pézniejszymi zmianami z dnia 18.03. 2011 roku (Dz. U. Nr 84,
poz. 455) w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku (Dz. U. poz. 1669). W zwigzku

z powyzszym wnioskujg o jej dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wyrézniajaca si¢ jakos¢ badan naukowych opartych na
nowoczesnej metodyce oraz szczegélne walory poznawcze rozprawy doktorskiej, w tym
potencjalng mozliwo§é aplikacyjnego zastosowania otrzymanych wynikéw w terapii

przeciwnowotworowej zwracam si¢ z wnioskiem o wyréznienie ocenianej rozprawy

doktorskiej. Y, / g wé
, g A ,
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