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Modulowanie biologicznej aktywnosci irinotekanu i jego metabolitu (SN38) przez ester

fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) w badaniach in vitro.

Wiasciwosci biologiczne propolisu takie jak dziatanie biobdjcze, immunostymulujace,
przeciwzapalne, antyoksydacyjne czy przeciwnowotworowe, s3 na przestrzeni ostatnich lat
intensywnie badane. Wykazano, ze za powyzsze whasciwosci propolisu odpowiadajg aktywne
sktadniki biologiczne, obecne w ekstraktach etanolowych lub wodnych, migdzy innymi takie
jak kwas kawowy (CA) i jego estry. Jak wynika z badan, ester fenyloetylowy kwasu kawowego
(ang. caffeic acid phenetyl ester — CAPE), jest jednym z najwazniejszych zwigzkow
odpowiedzialnych za przeciwnowotworowe dziatanie ekstraktow uzyskanych z propolisu . W
badaniach na modelach zwierzetach (model mysi), po podskérnym wszczepieniu komorek
nowotworowych i nastgpnie podaniu estru fenyloetylowego kwasu kawowego (CAPE) droga
iniekcji podskérnej lub pokarmowa (w roznych dawkach ; 5-20 mg/kg m.c. ) uzyskiwano efekt
hamowania rozwoju nowotworu i zmniejszenie potencjalu metastatycznego komorek

nowotworowych.

Réwniez w badaniach in vitro na komérkach wielu ludzkich nowotworéw, takich jak
np.: czerniak zlosliwy, rak okreznicy, glejak mozgu, rak zoladka, czy rak plaskonaskorkowy

jezyka, odnotowano silne dziatanie cytotoksyczne estru fenyloetylowego kwasu kawowego



(CAPE). Jak wynika z badan ,we wszystkich tych liniach komdrkowych CAPA zmnigjszal
proliferacje i obnizal liczbe zywych komorek nowotworowych, co $wiadczy o wysokiej
aktywnoéci cytotoksycznej (EC50, pmol/ml) tego zwigzku, w stosunku do komorek

nowotworowych.

Kolejnym waznym zagadnieniem w obszarze badan zwigzkow aktywnych zawartych w
propolisie s prace eksperymentalne - niestety nieliczne - dotyczgce modulowania przez te
aktywne zwiazki toksycznodci chemioterapeutykéw, stosowanych w terapii nowotwordw u
ludzi. Jak dotychezas wykorzystanie propolisu czy jego ekstraktdw ogranicza sig do leczenia
zmian skory i blon §luzowych, spowodo{,vanych najczesciej radioterapia , czy tez wspomagania
leczenia chemioterapeutykami niektérych nowotwordw. Dlatego tez rozwdj badan dotyczacych
szerszego wykorzystania zwigzkéw aktywnych z propolisu w zapobieganiu/ leczeniu choroby
nowotworowej miatoby istotne znaczenie medyczne. Wtasnie w ten obszar badar wpisuje sig
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Gabrieli Katarzyny Gajek. Autorka
podjela si¢ oceny w warunkach in vitro wplywu aktywnego komponentu propolisu - CAPE -
na aktywno$é biologiczng komoérek linii nowotworowych przewodu pokarmowego . Autorka
podjeta sie takze analizy w jakim stopniu CAPE moze modulowa¢ toksycznos$¢ indukowang
przez irinotekan i jego metabolit SN38 w komoérkach linii nowotworowych przewodu
pokarmowego: raka zolgdka (AGS), raka okrgznicy (HCTI116) oraz gruczolakoraka jelita
grubego (HT29 i Caco-2). W mojej ocenie podjete badania sa innowacyjne, i aktualne, bowiem
irynotekan, lek przeciwnowotworowy z grupy inhibitoréw topoizomerazy I, ma obecnie
szerokie zastosowanie terapeutyczne, gléwnie w chemioterapii raka jelita grubego, w

monoterapii lub w skojarzeniu z immunoterapia czy cytostatykami.

Wyniki przedstawionej mi do recenzji pracy zostaly w wigkszosci opublikowane w
2020 roku w miedzynarodowym czasopi$mie naukowym ,Molecules’, o wspoélczynniku
odziatywania IFa020=4,41, i punktach MNiSW=100 (Antagonistic Effects of CAPE (a
Component of Propolis) on the Cytotoxicity and Genotoxicity of Irinotecan and SN38 in
Human Gastrointestinal Cancer Cells In Vitro. Gajek G, Marciniak B, Lewkowski J, Kontek
R.).

QOcena formalna

Przedstawiona przez mgr Gabrielg Katarzyne Gajek dysertacja ma typowy uklad,
odpowiada kryteriom wynikajacym z ustawy o stopniach naukowych. Liczy 158 stron wraz z

szczegdlowym wykazem skrotow i 185 pozycji literaturowych, z czego wigkszos¢



anglojezycznych, opublikowanych na przestrzeni ostatnich 10 lat. Zacytowana w pracy

literatura obejmuje prace aktualne, trafnie dobrane jako kluczowe dla badanego tematu.

Praca zostala podzielona na 10 rozdzialow i obejmuje: wstgp (str 12), cele pracy (str
42), materialy i metody (str 45), wyniki (str 78), dyskusje (str 127), wnioski (str 147},
streszczenia w jezyku polskim i angielskim (str 152), dorobek naukowy Doktorantki (sir 156)

oraz spis literatury (str 166).
Ocena szczegolowa

Na uwage zastuguje obszernie przygotowany wstep pracy liczacy 26 stron, poswigcony
charakterystyce zwiazkéw aktywnych obecnych w propolisie, ze szczegélnym uwzglednieniem
CAPE, jego aktywnosci proapoptotycznych, antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych oraz
przeciwnowotworowych. Dodatkowo Doktorantka scharakteryzowata szczegétowo irinotekan
(CPT-11) w aspekcie mechanizmu jego dzialania jak 1 jego zastosowanie w terapii
nowotworéw. Scharakteryzowata takze oddziatywanie tego leku z suplementami diety w
aspekcie wpltywu na toksyczno$¢ wywolang przez CPT-11 oraz aktywno$¢ apoptotyczng
komoérek nowotworowych. W podsumowaniu stwierdzam, ze wstgp pracy jest napisany
1zeczowo, $wiadezy o szerokiej wiedzy Doktorantki w zakresie podjgtego tematu badawczego.
Cel pracy jest jasno sformutowany a wyniki pracy eksperymentalnej i zalozone w pracy etapy
badawcze pozwolily na zrealizowanie postawionego przez Doktorantke celu badawczego.
Zastosowana metodyka badaweza jest prawidlowo dobrana do zaplanowanego celu
badawczego, $wiadczy o wysokich umicjgtnosciach Doktorantki jako badacza w zakresie
metod biologii eksperymentalnej. Na uwage zastuguja bardzo dobrze sporzgdzona
dokumentacja fotograficzna komorek badanych linii i wynikéw testu kometowego. Wyniki
pracy Doktorantka przedstawila w sposdb usystematyzowany w oparciu o liczne ryciny
(rycina 16-42) i tabele (9-18 ). Wyniki badan otrzymanych przez Doktorantke, pozwolity w
pelni na realizacje zatozonych w pracy celéw badawczych. Doktorantka udowodnila, ze ester
fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE) w warunkach in vitro wplywa na aktywnosé
biologiczng komorek badanych linii nowotworowych przewodu pokarmowego oraz ze
charakteryzuje si¢ silng aktywnoscig cytotoksyczng i genotoksyczng w stosunku do komdrek
nowotworowych badanych linii ( HCT116, HT29 i1 AGS), wykazuje wlasciwosci
antyoksydacyjne w komorkach linii nowotworowych przewodu pokarmowego (HCTI116,
HT29, AGS, Caco-2) oraz dzialanie proapoptotycznie, poprzez wzrost aktywnosci kaspaz oraz
hamuje cykl komérkowy w fazie GO/G1 .Doktorantka udowodnita takze ze CAPE moduluje w
badanych liniach komérkowych efekty cytotoksyczne indukowane przez irinotekan (CPT-11)



1 jego metabolit (SN38) ; zmniejsza aktywno$¢ cytotoksyczng i genotoksyczng CPT-111SN38
w badanych liniach komoérkach ( HCT116, AGS i Caco-2). Udowodnila takze, ze redukuje
wlasciwosci proapoptotyczne komérek nowotworowych jak i przyczynia sig¢ do zaburzenia
przebiegu cyklu komérkowego, w trakcie ekspozycji komérek na dzialanie irinotekanu i jego
metabolitu. Jest to wyjatkowo wazny wynik badawczy, ktéry ma zasadnicze znaczenie
praktyczne. Sugeruje, ze CAPE jest jednym z najwazniejszych zwiazkéw odpowiedzialnych

za przeciwnowotworowe dziatanie ekstraktow propolisowych jednak ostabia  efekt
terapeutyczny irinotekanu. Wyniki swoich badan Doktorantka oméwila w  dyskusji
konfrontujac je z danymi z pi$miennictwa. Dyskusja jest interesujaca , rzeczowa , na wysokim

poziomie merytorycznym, co §wiadczy o dojrzalosci naukowej Doktorantki.

W tym miejscu z obowiazku Recenzenta zalaczam kilka uwag, sugestii i zapytan:

1. Chciatabym zauwazyé, ze przy tak duzej liczbie otrzymanych wynikéw wskazane
byloby dodatkowo syntetyczne, catkowite ich podsumowanie, najlepiej w osobnym rozdziale
Lpodsumowanie otrzymanych wynikéw,, Doktorantka dokonala takiego syntetycznego
podsumowania jedynie w przypadku wynikéw analizy aktywno$ci metabolicznej komorek
badanych linii poddanych dziataniu CAPE, SN38 j irinotekanu (podsumowanie wynikow testu
MTT , strona 82)

2. W rozdziale III.1.1. (na stronie 45) — w uzytym sformulowaniu ,Sfock
przechowywano w temperaturze 0 — 4°C, bez dostgpu $wiatta” stowo ,, Stock” proponuje
zastapi¢ polskim odpowiednikiem okreslenia — jako  ,roztwdr wyjsciowy/ roziwor

podsiawowy”

3. Na stronie 50 (jak i w kilku innych miejscach ) Doktorantka stosuje okreslenie
,Naczynia hodowlane o pojemnosci 25 ¢cm?, z komérkami linii Caco-2 przechowywano ... —
zaznaczam, ze pojemnosé jest tréjwymiarowa (np. cm’) natomiast powierzchnia jest

dwuwymiarowa, w hodowlach podaje sie metodycznie zwykle powierzchnie hodowlane,

4. W rozdziale Materiaty i metody ( wykaz odezynniki chemiczne, I1I.2.1. Prowadzenie
hodowli komérkowych oraz oznaczanie zywotnogci komdrek), Doktorantka nie wymienia
sktadnika podtoza hodowlanego jak plodowa surowica bydleca (FBS). a jedynie albuming
surowicy wolowej (BSA), natomiast przy opisach hodowli linii komérkowych (np. str 50, 52,
53, 55) wymieniana jest ,,inaktywowana ptodowa surowica bydleca ...”. Z czego wynika ta

roznica ?



5. W rozdziale Materialy i metody nie podano Zrédla pochodzenia/ zakupu linii
nowotworowych przewodu pokarmowego na ktorych prowadzony byt eksperyment, proszg o

uzupelnienie tej informacji .

6. Z czego wynika zastosowanie medium hodowlanego RPMI 1640 do hodowli linii

komorkowej HT-29, skoro producent zaleca medium hodowlane McCoy's ?

7. Zastrzezenie budza sformutowania : - np. str. 51, 53, 54 ,,... powigkszenie obiektywu
20x...” — bez podania powickszenia okularu powigkszenie obiektywu nie odzwierciedla
relatywnego powiekszenia przedstawionego obrazu oraz - strona 50 ,, sformuowanie ...w
ptynie hodowlanym...” — zastapitabym raczej okresleniem ,,....w medium hodowlanym.” W
kilku miejscach np. strona 65 Doktorantka pisze ,,.... komorki trypsynizowano...”- 7byt
kolokwialne okreslenie, sugeruje zastosowaé opis : zastosowano trypsyng w celu deadhezji
komdorek. Nastepnie, strona 57 ,,...dzialanie proteazy powoduje rozpuszczenie kolagenu...” —
rozpuszezanie jest zjawiskiem fizycznym, a pod wptywem trypsyny dochodzi do degradacji
kolagenu. - strona 66, przy opisie przebiegu testu kometowego Doktorantka pisze
przeprowadzono elektroforeze w temperaturze 4 © C przez 20 min przy natezeniu pola
elektrycznego wynoszagcym 300 mA ...” — Natezenie pola elekirycznego jest wielkoscia
wektorowa, charakteryzujaca pole elekiryczne, a jednostka SI jest V/m. Sugeruj¢ aby przy

opisie metody odnie$¢ sie do podania natgzenia pradu w jednostkach SI - mA .

8. Doktorantka opisuje szczegélowo zasad¢ dzialania kazdego z testow co podkresla
Jej wysoka znajomo§¢ metodyki, jednoczesnie nasuwa si¢ pytanie : dlaczego Doktorantka przy
dokladnym opisie testu MTT, nie uwzglednifa etapu rozpuszczenia krysztalow formazanu w
DMSO lub izopropanolu, poniewaz kluczowe w tej metodzie jest obliczenie ilo§¢ barwnego
zredukowanego/ rozpuszczonego MTT, ktory jest proporcjonalny do liczby aktywnych
metabolicznie komérek w populacji. Dlaczego Doktorantka nie zastosowata analogicznej choé

prostszej metody i tatwiejszej w interpretacji jakim jest test WST ?

9. Doktorantka w szeregu do$wiadczen wykorzystuje 24h inkubacje komorek z
badanymi zwiazkami w stezeniach odpowiadajacych ICso wyznaczonym dla 72h inkubacji.

Skad zatem wybér 24h czasu inkubacji w pozostalych do$wiadczeniach ?

10. Doktorantka udowodnila ze CAPE wykazuje dzialanie proapoptotycznie. Jakie
literatury wymienia sie szlaki sygnalowe / biatka zwigzane z procesem nowotworzenia 1

apoptozg , ktore sg - jako gtéwne - modulowane przez CAPE ?



W podsumowaniu stwierdzam, Ze moje drobne uwagi w zadnym stopniu nie
zmniejszaja wartosci merytorycznej przeprowadzonych badan. Przedtozona mi do oceny
praca jest bardzo warto$ciowa, a Doktorantka wykazata si¢ wyjatkowym przygotowaniem
teoretycznym w zakresie badanych zagadnien oraz wysokim stopniem samodzielnosci
naukowej i eksperymentalnej. Praca jest nowatorska a przedstawione wyniki badan,
czesciowo juz opublikowane w dobrym pismie o zasiggu migdzynarodowym, wskazuja na
calkowitg realizacje celow zatozonych w pracy. Rozprawa doktorska spetnia warunki
okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Z prawdziwg
przyjemnoscia przedkladam Wysokiej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni
Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne wniosek o dopuszczenie Pani mgr Gabrieli
Katarzyny Gajek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy

doktorskie;j.

Whioskuje takze o wyrdznienie rozprawy z uwagi na jej nowatorstwo, walory

poznawcze i duzg wartos¢ merytoryczng.

Prof. dr hab. n. med. Ewa Brzezianska-Lasota
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