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rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Chmielewskiej-Kassassir pt.
»Analiza wlasciwosci przeciwnowotworowych polifenolowego ekstraktu z wytlokdw z
wiesiolka dziwnego (Oenothera paradoxa) w komorkach zlosliwego miedzybloniaka
oplucnej™

wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Lucyny Alicji Wozniak i promotora
pomocniczego dr n. chem. Malgorzaty Bukowieckiej-Matusiak, w Zaktadzie Biologii
Strukturalnej, Katedry Biologii Medycznej, Oddziatu Nauk Biomedycznych, Wydzialu
Lekarskiego, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

W zwiazku z uchwata Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, powolujgcs
mnie do pelnienia obowiazkéw recenzenta rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Malgorzaty
Chmielewskiej-Kassassir, przedktadam ocene rozprawy doktorskiej.

Pomimo znacznego postepu, jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w leczeniu nowotworéw,
rozwdj skutecznej terapii przeciwnowotworowe] wcigz jest wyzwaniem dla wspotczesnej
medycyny. Stosowane leczenie: chemioterapia, radioterapia, jak i immunoterapia, moga
wywola¢ wiele dziatan niepozadanych, ograniczajgcych skutecznosc dziatania lekow oraz moga
prowadzi¢ do wielu efektéw ubocznych u pacjentéw. Czesto obserwuje sig tez opornosé na
stosowane leczenie, jak ma to miejsce w przypadku pacjentéw z rozpoznanym zlosliwym
migdzybloniakiem oplucnej (ZMO). Stad, rozpoczynajac oceng przedstawionej rozprawy
doktorskiej. nalezy podkresli¢ aktualno$¢ tematu, wpisujgcego sig w biezace wysitki
naukowcow z kraju z zagranicy w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych. Nalezy
jeszcze dodac, ze typ nowotworu, ktorym zainteresowata si¢ Doktorantka, ma scisly zwigzek z
narazeniem na azbest, co w przypadku intensywnej produkeji azbestu kilkadziesigt lat temu oraz
jego stosowania do budowy domow, drég czy w gospodarstwie domowym, stanowi istotne
znaczenie dla globalnego zdrowia publicznego, jak i zdrowia publicznego Polski.

W tym wzgledzie, zwrocenie uwagi przez Doktorantke na fitozwiazki obecne w odtluszezonych
nasion wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa), potwierdzajq stusznosé i znaczenie

podjetego przez nig tematu badawczego. Stosujgc modele in vitro. Kandydatka zidentyfikowata
przeciwnowotworowe wtasciwosci polifenolowego ekstraktu z odttuszczonych nasion wiesiotka
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dziwnego (EPE) w komdrkach reprezentujgcych inwazyjne formy ZMO, okreslita mechanizm
hamowania proliferacji, migracji i inwazyjnosci komérek ZMO, wskazujgc dwukierunkowe
dzialanie EPE na obnizenie poziomu celu molekularnego, jakim jest enzym syntaza
tymidylanowa TYMS, poprzez hamowanie translokacji czynnika transkrypcyjnego SP1 do jadra
komorkowego oraz wypieranie jego oddziatywania ze swoistych sekwencji obecnych w
sekwencji promotorowe) (yms oraz zidentyfikowata konsekwencje molekularne tej inhibicji.
Obserwowata bowiem jednoczesne zmiany w procesie przejscia epitelialno- mezenchymalnego
(EMS), tj. zmniejszenie poziomu markerdw mezenchymalnych (N-kadheryny i wimentyny i
ZEB1) oraz zwigkszenie poziomu markerow nabtonkowych (okludyny i E-kadheryny). Co
bardzo interesujgce, EPE powodowato zahamowanie ekspresji TYMS w wigkszym stopniu niz
jego poszezegdlne skladniki (kwas galusowy i kwas elagowy), jak i metabolit kwasu
galusowego - urolityna A, zastosowane pojedynczo.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma forme spéjnego tematycznie zbioru trzech
artykutdw z sumarycznym IF 16,294 i punktacja MEIN 440 pkt:

e Chmielewska-Kassassir M., Sobierajska K., Ciszewski W.M., Kryczka I., Zieleniak A.,
Wozniak L.A. Evening primrose extract modulates TYMS expression via SP1
transcription factor in malignant pleural mesothelioma. Cancers (Basel).
2023;15(20):5003. doi: 10.3390/cancers15205003. 1F=5,207 2. MNiSW=200

e Chmielewska-Kassassir M., Wozniak L.A.: Phytochemicals in Malignant Pleural
Mesothelioma Treatment-Review on the Current Trends of Therapies. Int J Mol Sci.
2021:;22(15):8279. doi: 10.3390/ijms22158279. IF=6,208 3. MNiSW=140

= Chmielewska-Kassassir M., Sobierajska K., Ciszewski W.M., Bukowiecka Matusiak M.,
Szczesna D., Burzynska-Pedziwiatr 1., Wiczkowski W., Wagner W., WozZniak L.A.:
Polyphenol Extract from Evening Primrose (Oenothera paradoxa) Inhibits Invasion
Properties of Human Malignant Pleural Mesothelioma Cells, Biomolecules.
2020:10(11):1574. doi: 10.3390/biom10111574. IF=4,879 MNiSW=100

Rozprawa doktorska przygotowana jest w sposéb staranny, dopracowany edycyjnie, klarowny i
napisana jest z duza erudycja, z umiejetnoscia przedstawiania informacji w sposob tatwy dla
czytelnika. To niewatpliwie §wiadczy o dobrej znajomosci tematu i doswiadezeniu naukowym
Doktorantki. Ponadto, dysertacja jest kompletna pod wzgledem istniejacej wiedzy. Nalezy
podkresli¢, ze tematyke badawczg ujgto w sposob obszerny, thumaczacy wszystkie zagadnienia
ujgte w pracy doktorskiej, nie pozostawiajac miejsca na zadanie doprecyzowujacych pytan przez
Recenezenta.

Co wazne, kandydatka realizowata prace doktorskg czesciowo w ramach projektu
PRELUDIUM (2015/19/N/NZ3/01497), ze $rodkéw przyznanych dla Miodych Naukowcow
grant nr 502-04-028 z Ministerstwa Nauki Szkolnictwa Wyzszego oraz dziatalnosci statutowej
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Zaktadu Biologii Strukturalnej nr 503/0-160-01/503-01-001-19-00. W dwéch pierwszych
projektach Doktorantka byta ich kierownikiem. Stad, jak sadze, tak interesujace i dojrzate
przedstawienie tematyki badawczej przez panig dr inz. Malgorzate Chmielewska-Kassassir.

Praca doktorska zawiera: alfabetyczny wykaz uzywanych skrotéw; streszezenie w jezyku
polskim i angielskim; wstgp, w ktorym Doktorantka opisuje epidemiologig, etiologie, stosowang
terapig i kliniczne aspekty ZMO, podloze molekularne tego nowotworu i zastosowanie
zwigzkow polifenolowych oraz ekstraktéw roslinnych w jego terapii. Nastepnie Doktorantka
przedstawia cel pracy i jej hipotez¢, by przejé¢ do opisu wynikéw poszezegdlnych publikaciji,
przedstawionego w sposob szczegdlowy i bardzo interesujacy. Cheiatabym podkredlié, ze
oprécz wymaganych czesei dysertacji, jak wnioski, finansowanie badan, bibliografia, wykaz
rycin i tabel, dofaczone kopie omawianych publikacji, o$wiadczenia wspdtautorow i wykaz
pozostatego dorobku naukowego, Doktorantka przedstawita jeszcze swoje przemyélenia, jako
podsumowanie przeprowadzonych badar, a takze opisata réwnie interesujaco, wplyw
uzyskanych wynikéw na rozwdj dyscypliny nauki medyczne.

Pani mgr iz. Mafgorzata Chmielewska-Kassassir zaplanowata szczegblowo szeroki zakres prac
badawczych na podstawie przedstawione] hipotezy badawczej. Doktorantka postawita hipoteze
zakiadajaca, ze polifenolowy ekstrakt z odttuszczonych nasion wiesiotka dziwnego (EPE)
hamuje aktywnos¢ proliferacyjng i zdolnosci inwazyjne komérek ZMO poprzez obnizenie
poziomu enzymu syntazy tymidylanowej (TYMS), enzymu kluczowego dla biosyntezy DNA.

Doktorantka postawita przed sobg cztery cele badawcze, do realizacji ktérych zaplanowata
szeroko zakrojone analiz z wykorzystaniem nowoczesnych i wielokierunkowych technik
badawczych. Nalezy jeszcze podkresli¢, ze w celu realizacji zatozonej hipotezy. w pierwszym
etapie badan Doktorantka zoptymalizowata warunki ekstrakeji polifenoli z odttuszczonych
nasion wiesiotka dziwnego, pozyskane z firmy farmaceutycznej Agrofarm S.A. z Tuszyna
k/Lodzi, a nastgpnie przeprowadzila analiz¢ ilosciowa polifenoli, selekcje ekstraktu o
najwyzszej ich zawartosci i wykazata jego stabilnosci przez co najmniej trzy lata
przechowywania w warunkach chtodniczych. W tym celu wykorzystywata szereg metod
analitycznych,w tym technike LC-MS.

Doktorantka zaangazowana byta bezposrednio w wykonywanie eksperymentéw komérkowych,
testy migracyjne i inwazyjne (ocena zZywotnosci komérek z wykorzystaniem sulfrodaminy B,
analiza cyklu komorkowego i apoptozy z zastosowaniem cytometrii przepltywowej; analiza
ruchliwosci komorek z wykorzystaniem technik mikroskopowych, w tym migracja komérek
(test zarastania rysy) oraz inwazyjno$¢ komérek (migracja przez barierg wzgledem czynnika
wywolujgcego chemotaksjg)), analizy molekularne (analiza ekspresji genéw metodg RT-PCR,
analiza poziomu biatek metodg Western Blot), fluorescencyjne oznaczenie bialek metoda
mikroskopii konfokalnej, badanie oddziatywan DNA-biatko metoda EMSA. Czesé analiz

wykonywat zesp6t z Zaktadu Molekularnych Mechanizméw Komérkowych, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.
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Podsumowujac, cheiatabym wskazaé na pionierskosé badan przeprowadzonych przez
Doktorantke. Z przeprowadzonej przeze mnie analizy pismiennictwa wida¢ jednoznacznie, ze
badaniem zwigzkéw polifenolowych w ekstrakcie uzyskanym z odthuszczonych nasion z
wiesiotka dziwnego (QOenothera paradoxa) zajmujg sie glownie polskie zespoly naukowe: z
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz Politechniki Lodzkiej, a takze Uniwersytetu
Medycznego w Warszawie. Wiesiotek uprawiany jest w Polsce i Centralnej Europie, przede
wszystkim do pozyskiwania kwaséw tluszczowych stosowanych w farmakoterapii i
kosmetologii. Nalezy podkregli¢, ze uzyskane wyniki sg bardzo interesujgce i maja duzy
charakter aplikacyjny. Tak obiecujace wyniki rozprawy doktorskiej, bazujace na EPE
uzyskanych z odhuszczonych nasion wiesiotka dziwnego, wskazuje bowiem na mozliwosé
skutecznego wykorzystania terapeutycznego tych odpadéw poprodukeyjnych.

Uwrazliwienie komaérek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykéw przez zwigzki
pochodzenia naturalnego stanowi potencjaty kierunek terapii ZMO. Doktorantka przedstawila
réwniez nastgpne kroki naukowe, ktorych podjgcie wynika bezposrednio z jej badan, tj.
zbadanie biodostepnosci EPE, poglebione badania in vitro oraz koniecznosé wykonywania
dalszych badan na zwierzetach, byé¢ moze badan przedklinicznych in vivo.

Recenzentowi nasuwa sig jedynie jeden polemiczny komentarz, kiéry moze uzupekni¢ te bardzo
interesujace i obiecujace dla spoteczeristwa wyniki badan pani mgr. inz. Matgorzaty
Chmielewskiej-Kassasir. W swojej dysertacji Doktorantka uzupetnita wyniki swoich badan o
wyniki innych, gdzie naturalne zwigzki polifenolowe, w tym EPE hamowaty proces przejscia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT) oraz enzym syntaze tymidylanowg TYMS w innych
typach nowotworéw. Jaka jest przewaga wyttoczyn z wiesiotka dziwnego nad innymi roslinami

zawierajacymi polifenole? Czy wiesiolek dziwny posiada silniejszy efekt antynowotworowy niz
inne rosliny bogate w polifenole?

Ponadto, Doktorantka wykazala, ze ekstrakt EPE wykazywal silniejsze dziatanie niz jego
sktadowe: kwas elagowy i galusowy oraz metabolit kwasu elagowego - urolityna A. Czy istnieja
badania, gdzie obserwowano podobne efekty silniejszego dziatania antynowotworowego
ekstraktow uzyskanych z innych roélin bogatych w polifenole, w poréwnaniu z ich skfadowymi,
Jak np. rezweratrol, kweretyna, kurkumina, galusan epigallokatechiny?

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Matgorzaty Chmielewskiej-Kassassir,

1) stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktéry wnosi istotne, nowe tresci
do rozwoju dyscypliny,

2) potwierdza bardzo wysoki poziom wiedzy teoretycznej Doktorantki w zakresie
szerokiego wachlarza obszaréw naukowych, ktére mieszcza si¢ w dyscyplinie nauki
medyczne, a takze w sposéb niebudzacy zadnych watpliwosci
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3) potwierdza jego umiejetnosé samodzielnego i odwaznego prowadzenia pracy naukowe;.

W ten sposob spetnia w peini formalne i merytoryczne warunki stawiane rozprawom
doktorskim, okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 emarca 2003r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r. poz. 1789 ze zm.)
oraz okreslone w art. 179 ust. | Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 1018r. poz. 1669 ze zm.).

Wnosze zatem do Wysokiej Rady Nauk Medycznvech Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o
dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesdnie wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej przede wszystkim 1) ze wzgledu na
dojrzate i wyczerpujace przedstawienie stanu wiedzy. przedyskutowanie wynikéw i postawienie

wnioskow z uzyskanych badan, 2) ze wzgledu na opanowanie i stosowanie przez Doktorantke
nowatorskich metod i narzedzi badawczych oraz 3) ze wzgledu na uzyskanie pionierskich

wynikow przektadajacych sie na duze walory poznawcze i aplikacyjne badan nad
fitoterapeutykami.

Ponizej przedstawiam uzasadnienie.

Sposéb przygotowania rozprawy doktorskiej przez Panig mgr inz. Malgorzate Chmielewska-
Kassassir wskazuje, ze Doktorantka byta bardzo dobrze merytorycznie przygotowana do
podjgcia badan naukowych dotyczacych zlosliwego migdzybloniaka optucnej oraz ekstraktow
polifenolowych z wiesiotka dziwnego.-Kandydatka wykazata sie réwniez umiejetnoscia
prowadzenia dyskusji naukowej w sposdb bardzo wnikliwy | wymagajacy duzej wiedzy oraz
wyciggania ze swoich badan kluczowych spostrzezen i wnioskow. Doktorantka wykonata
ambitne i ciekawe badania, wymagajace duzego zaangazowania w prace laboratoryjng oraz
efektywnie zaplanowata prace badawcze. Zastosowanie technik z zakresu chemii medycznej,
chemii analitycznej, biologii molekularnej, biologii komérki, biochemii, do celéw identyfikacji
terapeutycznych zwigzkow o potencjale antykancerogennym, to niewgtpliwie model
interdyscyplinarny, ktéry znajduje swoj zwiazek z dyscypling nauki medyczne. Znacznie
zwigkszylo to wartos¢ naukows dysertacji.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest niewatpliwie oryginalna. Nalezy podkreéli¢, ze
pomyst i Koncepcja pracy doktorskiej s pionierskie. Poszukiwanie celéw molekularnych i
mechanizmow dziatania naturalnych zwigzkdw chemicznych, stanowi unikalne podejscie w
poszukiwania nowych terapii przeciwnowotworowych, w tym uwrazliwienia na stosowanie
chemioterapeutykow, co stanowi potencjalny ekscytujacy obszar przysziych badan oraz obszar
do opracowania nowych strategii terapeutycznych, w celu zapewnienia wickszej skutecznosci

terapii nowotworowych.
SEleda. ’
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