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Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy waznego aspektu poprawy skutecznosdci efektu
dziatania przeciwnowotworowego na komorki linii raka jajnika SKOV-3 przez zastosowanie skojarzenia
dwoch zwigzkow: WP 631 (bisantracykliny zbudowanej z dwdch czgsteczek daunorubicyny polaczonych
czgsteczkg p-ksylenu) i Epotilonu B (Epo B, zwigzek wyodrgbniony z mikrobakterii Sorangium celulosum,
wykazujacy dziatanie zblizone do taksanow).

Poszukiwania skutecznej terapii przeciw rakowi jajnika wynika z faktu, Ze ten typ nowotworu jest
najczesciej wykrywany w péznym stadium rozwoju i czgsto juz z przerzutami do innych narzadéw. Leczenie
raka jajnika najczes$ciej wymaga operacyjnego usunigcia lub zmniejszenia masy guza, a nastepnie zastosowa-
nia chemioterapii w celu zapobiezenia nawrotom choroby lub przerzutom nowotworu. W chemioterapii raka
jajnika, od wielu lat, stosuje si¢ terapi¢ skojarzong np. cisplatyng skojarzong z taksanami (paklitakselem lub
docetakselem) czgsto wspierang antracyklinami lub ostatnio inhibitorami angiogenezy (np. monoklonalnymi
przeciwciatami skierowanymi przeciw czynnikowi wzrostu srodblonka naczyn VEGF (ang. vascular endothe-
lial growth factor). Terapia skojarzona ma na celu zwielokrotnienie skutecznoéci w wyniku synergicznego lub
co najmniej addytywnego mechanizmu dziatania, co powinno skutkowaé obnizeniem dawek lekéw i czescio-
wa eliminacjg efektéw ubocznych wywotanych toksycznoscia zastosowanych chemioterapeutykéw. Ponadto
terapia skojarzona moze takze przeciwdziata¢ nabywaniu opornosci na dotychczas stosowane leki. Wymie-
nione zalety skojarzonej terapii w leczeniu raka jajnikow byly podstawa podjecia i przeprowadzenia pracy
badawczej recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr Barbary Bukowskiej. W niniejszej pracy Doktorantka
badala efekt przeciwnowotworowego dziatania kombinacji dwéch zwigzkéw: WP 631 i Epo B na komoérki
linii raka jajnika SKOV-3.

Pracg doktorskg stanowi cykl pigciu publikacji naukowych, ktéry Doktorantka zatytutowala , Mole-
kularne mechanizmy interakcji WP 631 i epotilonu B w komoérkach raka jajnika”. Cykl publikacji zostat opa-
trzony wstepem wyjasniajgcym cel pracy oraz podsumowaniem wynikdw przeprowadzonych badan. Podkre-
sli¢ nalezy fakt, ze wyniki badan mgr Barbary Bukowskiej juz zostaly opublikowane i to w renomowanych

czasopismach o zasiggu ogolnoswiatowym, w tym cztery z prac z IF (wspotezynnikiem oddziatywania) w
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granicach 2,0 — 2,7. Sumaryczna warto$¢ wspoétczynnika IF publikacji stanowiacych osiggnigcie naukowe
pracy doktorskiej mgr Barbary Bukowskiej wynosi 9,77 (i 114 punktéw MNiSW). Doktorantka jest pierw-
szym autorem w trzech pracach, w tym dwoch pracach przegladowych i jednej oryginalnej. Natomiast w po-
zostalych dwdch pracach oryginalnych jest wspotautorem i w tych pracach doktorantka swoj udziat oszacowa-
fa na 45 %. W sklad osiagnigcia naukowego recenzowanego doktoratu wchodza nastgpujace publikacje:

1. Bukowska B., Gajek A., Marczak A. Two drugs are better than one. A short history of combined
therapy of ovarian cancer. Contemp. Oncol., 2015,19(5):350-353. (praca przegladowa nt. dotychczas
stosowanej chemoterapii w leczeniu raka jajnika).

2. Marczak A., Bukowska B., Rogalska A. WP 631 and Epo B synergizm In SKOV-3 human ovaria
cancer cells. Environ. Toxicol. Pharmacol.,2014,37(1):256-266.

3. Rogalska A., Bukowska B., Marczak A. Caspases and ROS-dependent mechanizm of action Mediatel
by combination of WP 631 and epothilone B. Anticancer Agents Med. Chem., 2014,14(9):1261-1270.

4. Bukowska B., Rogalska A., Forma E., Bry$§ M., Marczak A. Why a combination of WP 631 and Epo
B is an improvement on the drugs singly. Involvement in the cell cycle and mitotic slippage. 4sian
Pac. J. Cancer Prev.,2016,17(3):1299-1308.

5. Bukowska B., Rogalska A., Marczak A. New potential chemotherapy for ovaria cancer — Combined
therapy with WP 631 and epothilone B. Life Sci., 2016,151:86-92.

Cykl prac zostal poprzedzony krotkim kompendium, ktore zawiera: wstgp poswigcony ogdlnym danym
epidemiologicznym i farmakologicznym nt raka jajnika, omdwieniu celu pracy i wynikéw prac doswiadczal-
nych, bedacych przedmiotem cytowanych publikacji, oraz podsumowaniem wynikéw. Natomiast w zamiesz-
czonym wprowadzeniu do cyklu publikacji brak konkluzji np. o mozliwosciach klinicznego wykorzystania
uzyskanych wynikéw. Chociaz z danych literaturowych brak wiedzy na temat patogenezy raka jajnikow, to
zamieszczone kompendium Doktorantka powinna wzbogacié¢ o powszechnie wskazywane czynniki ryzyka
rozwoju tego typu nowotworu jak i opis najczgsciej wystgpujacych efektow ubocznych dotychczas stosowane;
chemioterapii. Ponadto, w podanej we wstepie krotkiej historii skojarzonej chemioterapii raka jajnikow Dok-
torantka nie przedstawila nowych trendéw w doborze skojarzonej chemioterapii blokujacej szlaki angiogene-
zy czy system naprawy DNA, chociaz opisuje takg terapi¢ w publikacji przegladowej z roku 2016. Nalezy
nadmieni¢, Ze obecnie wielkie nadzieje wigzane sa z inhibitorami angiogenezy (m.in. inhibitorami czynnika
wzrostu fibroblastow, FGF i czynnika wzrostu $rodblonka naczyn, VEGF) oraz zwigzkami blokujacymi
aktywnos¢ polimerazy poly-ADP-rybozy, PARP, enzymu uczestniczacego w naprawie DNA. W chwili obec-
nej te nowe schematy skojarzonej terapii sq przedmiotem badan klinicznych i zastuguja na poszerzony ich
opis np. opis skutecznosci leku olaparibu.

Analiza metod badawczych opisanych w prezentowanym cyklu publikacji pozwala podkresli¢, ze warsz-
tat badawczy Doktorantki dotyczacy biologii komoérki jest obszerny i nowoczesny. Ponadto zaprojektowane

prace do$wiadczalne uktadaja si¢ w logiczna catosé i obejmuja:



(i) badanie wlasciwosci cytostatycznych poprzez wyznaczenie 1Csp (z uzyciem MTT analizy) oraz
oszacowanie (metodg analizy izobolograficznej) mechanizmu interakcji dwoch zwigzkéw zasto-
sowanej kombinacji zwigzkéw: WP 631 (nowego analogu antracyklin) i Epo B (zwiagzku posiada-
jacego mechanizm dziatania zblizony do taksanow),

(ii) badanie wlasciwosci proapoptotycznych zastosowanej kombinacji w/w zwigzkéw. W tym celu
przeprowadzono oceng liczby komdrek apoptotycznych i nekrotycznych, stosujac metody po-
dwdjnego barwienia za pomocg: Hoechst33258 i jodku propidyny w jednej analizie oraz annek-
syng i jodek propidyny w drugiej. Dodatkowo Doktorantka potwierdzita indukowanie apoptozy
poprzez: pomiar zmian blonowego potencjatu mitochondriéw oraz oznaczenie aktywnosci enzy-
mow bedgcych markerami zewngtrznego i wewngtrznego szlaku apoptozy, tj. kaspazy 9., 8. i 3.

(iii) ~ badanie wlasciwodci genotoksycznych, poprzez zastosowanie spektrofluorometrycznej analizy
stresu oksydacyjnego i generowanie reaktywnych form tlenu, analize Tunel — pozwalajgcg $le-
dzi¢ fragmentacj¢ DNA oraz zbadanie uszkodzen i kinetyki procesu naprawy DNA z uzyciem
analizy kometowe] z zastosowaniem elektroforezy na zelu agarozowym.

(iv)  Badanie wplywu zwigzkéw WP 631 i Epo B (podanych w skojarzeniu) na cykl komérkowy z
wykorzystaniem cytometrii przeplywowej oraz na ekspresje¢ gendw (analiza PCR w czasie
rzeczywistym) nastgpujacych biatek majacych wplyw na regulacje cyklu komérkowego: cyklino-
zaleznej kinazy 1 (CDK 1) odpowiedzialnej za przejscie cyklu komorkowego z fazy G2 do M, gli-
koproteiny EpCAM  zwigzanej z przejsciem z fazy Gl do S i z fazy S do G2 oraz bialka
HMGBI, ktore to biatka biorg udzial w regulacji aktywnosci cyklin A, D, i E. Nalezy nadmieni¢,
ze wysoka ekspresja genéw bialek EpCAM i HMGBI koreluje ze stopniem zaawansowania raka
jajnika.

Wymienione metody analityczne z zakresu biologii komorki potwierdzaja dobre praktyczne przygotowanie
mgr Barbary Bukowskiej do samodzielnego projektowania i prowadzenia badai naukowych. Jednak wskaza-
nym byloby zamieszczenie, w kompendium do publikacji, podstaw teoretycznych zastosowanych metod ba-
dawczych wraz z okresleniem sposobu detekcji finalnych produktéw analiz, poniewaz podrozdziaty ,Materia-
ty i Metody” w opublikowanych pracach zawierajg jedynie opis procedur/receptur wykonanych analiz. Nalezy
pamigtac, ze w $wiecie rozbudowanej elektroniki, techniki i automatyzacji, a w badaniach biochemicznych
stosowanie gotowych zestawéw do jakosciowej i ilosciowe] analizy badanych produktéw, znajomosé teore-
tycznych podstaw badaii diagnostycznych powinna by¢ wazng cz¢scig warsztatu badawczego przygotowywa-
nej rozprawy doktorskiej.

Wiyniki badan wykonanych przez Doktorantke wskazuja, ze: (i) kombinacja zwigzkéw WP 631 z Epo
B wywoluje synergiczny mechanizm dziatania na komorki linii raka jajnika SKOV-3 co pozwala na znaczace
(2,5- krotne w stosunku do wartosci ICs) obnizenie dawek, a to moze skutkowaé zmniejszeniem efektow
ubocznych, (ii) mechanizm dziatania zastosowanej kombinacji obejmuje: nasilenie apoptozy w stosunku do
dzialania kazdego z zastosowanych samodzielnie zwiazkéw, zwigkszonego generowania reaktywnych form

tlenu i wzrostu genotoksycznosci, przy jednoczesnym oslabieniu systemu naprawy DNA, (iii) komérki linii
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SKOV-3 ging na drodze apoptozy po opuszczeniu fazy G2/M cyklu komérkowego, (iv) zastosowana kombi-
nacja zwigzkéw WP 631 i Epo B, prowadzi do obnizenia ekspresji genéw biatek EpCAM i HMGBI co
wplywa na obnizenie proliferacji badanych komoérek nowotworowych.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem uwazam, ze recenzowana praca doktorska, skladajaca sie z 5.
publikacji (trzech oryginalnych i dwéch przegladowych) zebranych w cykl pt. ,,Molekularne mechanizmy
interakeji WP 631 i epotilonu B w komorkach raka jajnika” w peini spetnia wymogi stawiane takim dyserta-
cjom. Praca zawiera elementy nowosci i stanowi o indywidualnym i nowatorskim wktadzie Doktorantki w
poszukiwanie nowych kombinacji lekéw przeciwdzialajacych rozwojowi nowotwordw jajnika. Elementem
nowosci pracy doktorskiej mgr Barbary Bukowskiej jest zbadanie mechanizmu przeciwdzialania roZwojowi
komorek linii raka jajnika SKOV-3 przez kombinacje zwiazkéw WP 631 z Epo B, ktdre to zwigzki wywodza
si¢ z antracyklin i makrolidu syntetyzowanego przez mykobakterie. Wyniki badan sg nie tylko wartosciowe
pod wzgledem naukowym i poznawczym ale zapewne bedg stanowily dobry punkt odniesienia do dalszych
badaii z tymi zwigzkami na modelach zwierzgcych, i jak si¢ wydaje mogg by¢ uzyteczne dla projektowania

nowych schematéw leczenia raka jajnika.

Praca Doktorska mgr Barbary Bukowskiej spelnia wymagania stawiane rozprawom doktor-
skim, a zatem rozprawa ta spelnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
S9S z péz. zm.). Pracg t¢ oceniam wysoko.

Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodo-
wiska Uniwersytetu Lodzkiego wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Barbary Bukowskiej i dopusz-
czenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto z uwagi, ze wyniki prac doswiadczalnych zostaly juz opublikowane w pigciu pracach naukowych w

renomowanych czasopismach anglojezycznych, wnioskujg o wyrdznienie pracy.
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