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Dziekan i Rada Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zal pt. ,,Wybrane wlasciwosci
biologiczne aryloiloacetylenowych komplekséw zlota (I) — proba identyfikacji

zastosowan terapeutycznych"

Rozprawa mgr Aleksandry Zal pt. "Wybrane wlasciwosci biologiczne
aryloiloacetylenowych kompleksow zlota (I) — proba identyfikacji zastosowan
terapeutycznych" dotyczy bardzo istotnego problemu zwigzanego z poznaniem mechanizmow
dziatania lekéw na bazie ztota oraz nowych zastosowan tych lekéw. Celem prowadzonych
badan byla proba odpowiedzi na kilka bardzo istotnych pytan wymienionych w czterech
punktach. Dotyczg one antyproliferacyjnych, prooksydacyjnych i antygrzybicznych
wlasciwosci syntetyzowanych zwigzkéw zlota. Dodatkowym celem bylo zbadanie udziatu

biatek opornosci wielolekowej w wypompowywaniu zwigzkoéw zlota na zewnatrz komorek.

Badanie mechanizmow dziatania réznych lekow jest procesem zmudnym, trudnym i
dhugotrwatym. W wielu przypadkach mechanizm dzialania substancji aktywnych jest stabo
poznany, mimo stosowania go w lecznictwie od kilkudziesigciu lat. Ztoto, ktorego aktywnos¢
biologiczna byta znana jeszcze przed rozwojem wspodtczesnej nauki, jest tego szczegdlnym
przyktadem ze wzgledu na tradycyjne roznorodne zastosowania (W tym spozywcze, Np.
gdanska wodka Goldwasser). Rozprawa doktorska Aleksandry Zal jest przedstawiona na 134
stronach. Praca sktada si¢ z dziewieciu rozdziatlow typowych dla rozprawy doktorskiej i pod

wzgledem formalnym jest napisana poprawnie.
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Wstep jest przejrzysty, ciekawy, dobrze napisany i adekwatny do celow oraz wynikow
opisywanych w pracy. Rolg recenzenta jest jednakze wskazanie réwniez stabszych stron
prezentowanej pracy. Ze wzgledu na dtugg histori¢ stosowania ztota i powszechno$¢ kontaktu
z nim, chociazby w postaci bizuterii, warto byloby we wstepie cho¢ kilka zdan poswiecié
odzialywaniu ztota Au (0) na komorki eukariotyczne, w szczegolnosci ludzkie. Poniewaz praca
dotyczy badania aktywno$ci biologicznej szeregu syntetyzowanych zwigzkéw uwazam, ze zbyt
lakonicznie opisane zostalty same zwiazki (np. na stronie 9 1 rys. 1.3), jak rowniez sam dobor
tworzonych struktur chemicznych. Poznanie zaleznosci pomiedzy strukturg a funkcja jest
bardzo waznym zagadnieniem, umozliwiajagcym racjonalne tworzenie nowych struktur

chemicznych, ktére moga staé si¢ w przysztosci skutecznymi lekami.

Drugim rozdziatem jest cel pracy, ktory zostat jasno sprecyzowany i bardzo dobrze

dobrany w aspekcie aktualnego stanu wiedzy i prowadzonych na $wiecie badan.

Kolejny, trzeci rozdziat to materialy i metody. Jest on w zasadzie prawidtowo i
wyczerpujaco napisany, jednak, - w celu dydaktycznym - chciatbym zwrdci¢ uwage na czesto
spotykany btad nomenklaturowy. Nazwa drozdze odnosi si¢ w zasadzie do rodzaju
Saccharomyces. Nie jest zatem poprawne nazywanie rodzaju Candida drozdzami. Odnosnie
rodzaju Candida, najczgsciej w jezyku polskim méwimy o drozdzakach, ktory w taksonomii
definiuje rzad (Saccharomycetes). Polska nazwa (coraz rzadziej spotykana) gatunku Candida
albicans to bielnik biaty. Drugim btedem nomenklaturowych, na ktory chciatbym zwrocié
uwage, to tytul podrozdzialu 3.2.12 ,,Ocena wplywu kompleksow zlota na cykl rozwojowy
Candida albicans”. W sekcji tej zostaly opisane Sposoby wyznaczania krzywych wzrostu,
obliczania czasu podwojenia populacji oraz wyznaczania MIC (ang. minimal inhibitory
concentration). Sekcja ta nie opisuje wiec metod dotyczacych badania uzytego w tytule terminu

,»cykl rozwojowy”, ktéry definiowany jest jako proces przemiany pokolen.

Jak w kazdej pracy naukowej, najistotniejsza sekcja sa wyniki (rozdziat czwarty).
Rozdzial ten rozpoczyna si¢ od uzasadnienia wyboru modelu badawczego. Jest to dosé
oryginalne i1 ciekawe rozwigzanie. Model zaklada przebadanie wlasciwosci szeregu zwigzkow
ztota podzielonych na trzy grupy na komorkach ludzkich i komorkach oportunistycznego
patogenu Candida albicans. W badaniach wykorzystano trzy nowotworowe linie komorkowe
0 r6znym pochodzeniu oraz sublinie wyprowadzone z jednej z trzech linii (SW6200) o réznej
wrazliwosci na leki. Podobnie w badaniach bielnika biatego uzyto trzy linie o zroéznicowanej

opornosci na leki przeciwgrzybowe. Model jest zgodny z zalozonymi celami zwigzanymi z



badaniem mechanizméw aktywnos$ci biologicznej zwigzkéw zlota. Zwykle jednak w dalszej
perspektywie zaklada si¢ wykorzystanie badanych zwigzkow jako lekow. Podstawowym
problemem uniemozliwiajagcym wykorzystanie wielu substancji cytotoksycznych w
lecznictwie jest ich cytotoksycznos¢, dobrze opisana dla zwigzkow ztota we wstepie przez
autorke. Jest wigc bardzo istotne poszukiwanie zwigzkow o selektywne aktywnoS$ci
cytotoksycznej, np. dla komérek nowotworowych, ale nie dla zdrowych. Dlatego tez troche
brakuje w przedstawionym modelu kontroli z liniami komoérkowymi nienowotworowymi.
Oczywiscie zdaj¢ sobie sprawg, ze jest to zagadnienie relatywnie trudne, cho¢by ze wzgledu na
roéznice morfologiczne i tempo podzialow. Niemniej jednak aspekt ten warto mie¢ na uwadze,
aby odpowiednio planowaé¢ dalsze prace i eksperymenty, np. zwigzane z najbardziej

obiecujagcymi nowymi badanymi zwigzkami ztota.

W pierwszej kolejno$ci autorka przeprowadzita szereg eksperymentow i otrzymata
wiele interesujacych wynikow na komorkach ludzkich linii nowotworowych. Tego typu
doswiadczenia sg bardzo pracochtonne, wymagaja rygorystycznego przestrzegania procedur ze
wzgledu na wrazliwo$¢ komorek oraz zachowania jatlowosci. Bardzo cigzko jest rowniez
kontrolowa¢ wszystkie parametry wptywajace na powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikow.
Warto wigc zwrdci¢ uwage na to, ze otrzymane przez doktorantke wyniki sg bardzo ciekawe, a
przy tym powtarzalne. Swiadczy to o nabyciu duzej wprawy i doswiadczenia w prowadzonych
pracach eksperymentalnych. Opisane liczne wyniki (wykonane zostaty krzywe przezywalnosci
dla 29 zwigzkéw na 6 liniach komorkowych) $wiadczg o duzym naktadzie pracy autorki.
Poniewaz autorka otrzymata ciekawe wyniki 1 mozna domys$la¢ si¢, ze prace beda
kontynuowane, warto rozwazy¢ rozwigzania techniczne zmniejszajace naklad pracy i
pozwalajace szybciej i taniej uzyskiwa¢ wyniki. Recenzenci oceniajacy rezultaty wynikow
publikowanych w renomowanych mig¢dzynarodowych czasopismach nie beda doceniali
naktadu pracy, jezeli istniejg efektywniejsze metody. Na przyktad prezentowane w pracy
wyniki wptywu zwigzkoéw zlota na proliferacje linii komorkowych znacznie szybciej 1 tatwiej
uzyskuje si¢ z wykorzystaniem zautomatyzowanego systemu do hodowli i przyzyciowej

analizy typu IncuCyte. Warto wiec w dyskusji i przysztych planach uwzglednia¢ ten aspekt.

Na podstawie wykonanych krzywych przezywalnosci komorek w zaleznos$ci od stgezenia
testowanych zwigzkéw wyliczony zostal wspotczynnik IC50. Z czysto metodologicznego
punktu widzenia, dotyczacego doktadnosci wyliczanych wartosci IC50 warto zwrdci¢ uwage,

ze dla niektorych eksperymentow wyliczany byt on praktycznie na podstawie dwoéch z



dziewigciu testowanych stezen (np. DP-110 na rys. 4.6 czy Au-2 narys. 4.7). Oczywiscie, 0 ile
rzad wielkos$ci testowany w skali logarytmicznej jest oczywisty, sama warto$¢ wydaje si¢ by¢
znacznie mniej doktadana. Mozna by si¢ rowniez zastanowi¢ si¢, czy nie mozna ograniczy¢

iloéci eksperymentow przez lepiej dobranym testowaniu stezenia badanych zwigzkow.

W Kkolejnej sekcji byt badany wptyw komplekséw zlota na homeostazg¢ redoks, w
szczegblnosci w oparciu o analiz¢ grup SH. Autorka wykazata, ze cz¢$¢ badanych zwigzkow
istotnie zaburza rownowagg redoks. W czesci tej brakuje glebszej analizy zalezno$ci miedzy
strukturg a obserwowang aktywnoscig czy relacji mi¢dzy st¢zeniem badanego zwigzku a

obserwowang aktywnoscig pro oksydacyjna.

Dodatkowym modelem eksperymentalnym byty szczepy drozdzakéw Cadndida
albicans o réznej opornosci na stosowane leki przeciwgrzybowe. Badania byly prowadzone
dosy¢ niekonwencjonalnie. Zwykle rozpoczyna si¢ je od wyznaczenia klasycznymi metodami
minimalnych stezen hamujacych wzrost (MIC). W przypadku recenzowanej pracy
(prawdopodobnie ze wzgledu na dostgp do stosownego sprzetu) rozpoczeto je od badania
krzywych wzrostu, czasu wejscia w fazg logarytmiczng i czasu podwojenia w zaleznosci od
stezenia badanych zwigzkow. Rowniez dla tego modelu uzyskane zostaty bardzo obiecujace
wyniki, poniewaz niektére z analizowanych zwiazkow wykazywaty wysoka aktywnosé
przeciwgrzybowa na wszystkie badane szczepy. W sekcji tej nalezy zwrdci¢é uwage na
formalnie niepoprawne tytuty tabel, np. 4.8, 4.9 itd. Tytul tabeli ,,Czas op6znienia...” sugeruje
roznicg pomigdzy czasem oczekiwanym (np. dla kontroli) a czasem stwierdzonym dla
badanych warunkéw (np. badanego stezenia okreslonego zwigzku). Tymczasem w tabeli
przedstawiane sg faktyczne czasy wejscia w okreslong fazg, a nie- jak sugeruje tytut tabeli —

rdzniceg, czyli opodznienie.

Ostania sekcja 4.8 dotyczy analizy UV/VIS wybranych zwigzkéw. Uwazam, ze ta
sekcja powinna znalez¢ si¢ na samym poczatku wynikéw jako element badania, weryfikacji i

opisu badanych w dalszej czgsci zwigzkow.

Pigtym, typowym rozdzialem po wynikach, jest dyskusja. Jest to zwykle najtrudniejszy
do napisania rozdzial, z ktoérym autorka poradzita sobie wzglednie dobrze. Z czysto
redakcyjnego punktu widzenia warto jednak zwréci¢ uwage, ze w publikacjach naukowych
dos¢ czesto wplata sie¢ w wyniki jednoczesng ich dyskusje 1 ewentualnie wydziela krotszy juz

rozdziat z podsumowaniem i wnioskami. W pracach doktorskich to podejscie jest mniej



ortodoksyjne, ale przy duzej ilosci wynikbw moze znacznie utatwi¢ ich zrozumienie i
interpretacje. W recenzowanej pracy podejscie redakcyjne jest bardzo ortodoksyjne. W
rozdziale Wyniki faktycznie pokazywane byly wylacznie wyniki z bardzo oszczednym
komentarzem czy wnioskami, ktore ciezko odnalez¢ w dyskusji lub sg moim zdaniem zbyt
ogolnikowe. Skrajnym przypadkiem jest np. rozdziatl przedstawiajgcy widma absorbc;ji, ktorych

interpretacja w dyskusji jest rowniez bardzo oszczg¢dna.

Szosty rozdzial pracy to wnioski przedstawione w czterech bardzo klarownych i jasnych
punktach. Ten rozdzial zostat bardzo dobrze zredagowany i w tym przypadku bardzo sobie

ceni¢ zwieztos$¢ 1 jednoznacznos¢.

Kolejnymi typowymi rozdziatami sg streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, ktore
sg dobrze i klarownie napisane. Streszczenia sg bardzo istotng czg¢écig prac naukowych. Warto
jest wigc stara¢ si¢ przekaza¢ maksymalnie duzo informacji przy jednoczesnym zachowaniu
klarownos$ci 1 przystgpnosci oraz atrakcyjno$ci. Prezentowane streszczania sg klarowne i
przyjazne czytelnikowi, co w pracy doktorskiej jest wlasciwym podejsciem. W przypadku
publikacji w czasopis$mie naukowym warto jednak mie¢ na uwadze, aby w streszczeniu

zamie$ci¢ wigcej szczegdtowych informacji.

Ostatnim, dziewiatym rozdziatem pracy jest bibliografia, zawierajaca 140 pozycji. Jest

ona dobrze zredagowana oraz prawidtowo dobrana.

Generalnie praca zostata dobrze i starannie napisana oraz zredagowana. W obszernej
pracy znalazlem stosunkowo mato btedow formalnych czy stylistycznych. Jedynym, na ktory

chciatbym w tym miejscu zwroci¢ uwagg, to uzycie stowa ,,wypadek” zamiast ,,przypadek”.

Te drobne btedy redakcyjno-edytorskie nie maja wptywu na ogolng ocene ogolnie

warto§ciowej pracy.

Podjety przez Doktorantke temat jest wazy dla nauki oraz nowatorski. Doktorantka
wykazala si¢ znajomoS$cig literatury przedmiotu i potrafi ja tworczo wykorzysta¢. Pani
Aleksandra Zal zna i prawidlowo stosuje wlasciwe metody badawcze, potrafi prawidlowo
zaplanowa¢, zorganizowa¢ 1 przeprowadzi¢ badanie empiryczne, a nastgpnie poprawnie

zinterpretowac jego wyniki.



Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest
warto$ciowym osiaggni¢ciem naukowym Doktorantki, stanowigcym oryginalny wktad do badan

nad poznaniem wybranych wlasciwosci biologicznych zwiazkow ztota.

Praca w pelni odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim i uzasadnia
nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biofizyka. Wnosze,
zatem do Wysokiej Rady Naukowej Rada Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego 0 dopuszczenie Aleksandrze Zal do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

dr hab. prof. Marcin Lukaszewicz
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