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RECENZJA
tozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zal
pt. ,, Wybrane witasciwosci biologiczne atyloiloacetylenowych kompleksow

zlota (I) — proba identyfikacji zastosowari terapeutycznych’

Nowotwory s jedna z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ chordb cywilizacyjnych.
Nalezaca do WHO Migdzynarodowa Agencja ds. Badani nad Rakiem (IARC) szacuje, ze w tym
toku na choroby nowotworowe zachoruje 18,1 miliona oséb, a 9,6 miliona oséb umrze z powodu
nowotworow. W roku 2012 bylo to odpowiednio 14,1 miliona oraz 8,2 miliona oséb. Co piaty
mezczyzna oraz co szosta kobieta zachoruja na chorobe nowotworows w jakimé momencie
swojego zycia. Co 6smy mezczyzna 1 co jedenasta kobieta umra z tego powodu. Liczbe oséb,
ktore zyja 5 lub wigcej lat od postawienia diagnozy nowotworu ocenia si¢ na calym $wiecie na
43,8 miliona. (Zrédto: Puls Medycyny). Dane Krajowego Rejestru Nowotworéw (IKRN) wskazuja
niezbicie, ze zachorowalnos¢ i umieralnosé na nowotwory gwaltownie wzrasta takze w Polsce.
Liczba zachorowan na nowotwory w Polsce w ciagu ostatnich trzech dekad wzrosla ponad
dwukrotnie, osiagajac w 2013 1. 156 tys., a liczba zgonéw osiagnela 98,9 tys. Prognoza Krajowej
Rady Ludnosci z 2014 1. pokazuje, ze w 2025 r. liczba zachorowarl wyniesie 175 tys.

Wzrastajace obcigzenie chorobami nowotworowymi wynika z kilku czynnikéw. Roénie
liczba ludnodci, spoleczefstwa si¢ starzeja, zmienia si¢ czesto$é wystgpowania niektorych
przyczyn nowotworow zwigzanych z rozwojem spolecznym i gospodarczym. W szczegdlnosci
dotyczy to szybko rozwijajacych si¢ gospodarek, gdzie maleje czestosé nowotwordw zwigzanych
z ubostwem i infekcjami, natomiast rosnie liczba zachorowan kojarzacych sie ze stylem zycia
typowym dla krajow uprzemyslowionych. Natomiast w Polsce za wysoka umieralnosé na
nowotwory odpowiedzialna jest glownie niska skutecznos¢ leczenia. Wedlug danych KRN z 2013
r. w Polsce umiera 60% ludzi u ktérych zdiagnozowano nowotwory. Srednia dla calego Swiata
wynosi 50%, a w Huropie gorzej maja tylko pacjenci w Chorwacji i na Wegrzech. Wedtug
szacunkow przedstawionych przez Najwyzsza Izbe Kontroli do 2025 r. nowotwory stang si¢

glowna przyczyna smierci Polakéw, wyprzedzajac choroby serca. 7 uwagi na powyzsze,



problematyka naukowo-badawcza podjeta w przedstawionej do recenzji pracy, ktéra miala na
celu poszukiwanie nowych lekow przeciwnowotworowych, dobrze wpisuje si¢ w aktualne
kierunki badan biomedycznych i ma duze znaczenie spoleczne.

Rozprawa doktorska mgr A. Zal ma charakter badawczy i posiada uklad edytorski typowy
dla tego rodzaju monografii. Na rozprawe sklada sig: wstep (17 str.), opis celow pracy, omowienie
materialu 1 metodyki (14 str.), opis uzyskanych wynikéw (72 str.) 1 dyskusja (10 str.). Prace
uzupelniaja wnioski, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz
wykorzystanej literatury. Pismiennictwo stanowi tacznie 140 pozycji, z ktorych wigkszos¢ zostala
opublikowana w latach 2000-2018, co swiadczy o aktualnym wymiarze naukowo-badawczym
przeprowadzonych badan. Jedynie we wstepie 1 opisie materialdéw 1 metod przywolywane sa
starsze prace, co jest catkowicie zrozumiale ze wzgledu na opisowy charakter tych rozdzialow.
Dobér pismiennictwa jest odpowiednt dla tresci pracy. Do przegladu pismiennictwa z zakresu
tematyki pracy oraz do dyskusji uzyskanych wynikow badan wlasnych doktorantka wykorzystala,
poza ttzema wyjatkami, publikacje opublikowane w jezyku angielskim. Jak to zwykle bywa przy
takich spisach nie uchronila si¢ jednak przed pewnym nieladem i nieporzadkiem, np. cytujac
wigkszos¢ prac z pelnymi nazwami czasopism, a niektore skrotowo (np. poz. 1, 18, 26, 66, 78, 88,
90, 92, 96, 106 1 kilka innych. W pozycji 39 brak jest nazwisk autorow. Bledy te, jak sadze,
wynikaja z ulomnosci bazy danych oprogramowania do formatowania pismiennictwa 1 mogg by¢
latwo usunigte w trakcie przygotowywania wynikow do publikacji w czasopismie.

Wstep rozprawy wprowadza czytelnika w zagadnienia dotyczace terapeutycznych
kompleksow zlota, historii ich wykorzystania, wlasnosci fizyko-chemicznych, farmakokinetyki
oraz mechanizmu dzialania leczniczego. Ponadto Autorka zamiescita rozdzial poswigcony
zjawisku opornosci wiclolekowej w kontekscie dzialania auranofiliny. Wstep jest cickawy, a
zamieszczone rysunki i schematy ulatwiaja zrozumienie tekstu. Niestety czuj¢ pewien niedosyt.
Rozumiem ograniczenia narzucone przez che¢ utrzymania rownowagi pomiedzy poszczegolnymi
czgsciami rozprawy, jednak w rozdziale 1.4.2. ”Generacja RFT 1 aktywacja szlakow sygnalowych
prowadzacych do apoptozy” Autotka poswigcila wiele uwagi indukeji apoptozy zaleznej 1
niezaleznej od kaspaz, niestety zabraklo w nim omodwienia roli peroksydacji lipidow w tych
procesach. A przeciez na Ryc. 1.7. peroksydacja lipidow jest pokazana jako jeden z mechanizmow
oddzialywania jonow metali wchodzacych w  sklad komplekséw o  wlasciwosciach
przeciwnowotworowych na glowne procesy redoks w komarce. Zdaje sobie sprawe, ze Rys. 1.6
opisujacy apoptozg jest przedrukiem z publikacji, ale przeciez mozna bylo uzupelni¢ go o wlasne
przemyslenia. Glowny produkt peroksydacii lipidow, 4-hydroksynonenal (4-HNE), w zaleznosci
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oksydacyjny, tj. Nrf2, AP-1, NF-kB, a takze szlaki MAPI (p38, Eitk, i [NK), Dziatanie 4-HNE w
duzej mierze zalezy stanu redoks komorki, w tym dostepnosci glutationu i aktywnosci transferaz
glutationowych. Co wigcej, 4-HNE hamuje aktywnos¢ reduktazy tioredoksyny i tiotedoksyny,
ktore byly przedmiotem badan opisanych w ocenianej pracy.

Cele pracy zostaly sformulowane przez doktorantke jako rozdzial 2. Autorka wymienia 4

>

cele pracy, chociaz sformutowanie ,,Zasadnicze cele niniejszej pracy” sugeruje, ze byly jeszcze
jakies inne. Jesli tak, to prositbym o uchylenie rabka tajemnicy. Cele pracy sa dosy¢ zréznicowane,
od oceny wlasciwosci antyproliferacyjnych nowo syntetyzowanych komplekséw zlota, po
weryfikacje udzialu bialek opornosci wielolekowej w eksporcie ztota z krwinek. Swiadezy to o
wielowatkowosci pracy. Nie ma w tym nic zlego, dopdki okreslony jest zasadniczy cel gléwny
przyswiecajacy podjetym badaniom. Tego troche zabraklo mi we wstepie pracy. Chociaz cele
pracy sa dobrze wyjasnione, dotycza jednak zagadniert bezpostednio zwiazanych z prowadzonymi
badaniami, przydaloby si¢ takze krociutkie oméwienie przestanek lezacych u podstaw podjetej
tematyki badawczej. Pozostaje mi tylko mie¢ nadzieje, ze moja cickawosé zostanie zaspokojona w
czasie dyskusji podczas obrony doktoratu.

Analiza tresci czesci pracy opisujacej materialy i metodyke badad (podrozdzialy 3.11 3.2
rozprawy) pozwolita na weryfikacj¢ przydatnosci przyjetych metod badawczych do zalozonych
celow pracy. Zbadano wlasciwosci biologiczne aryloiloacetylenowych komplekséw zlota
opartych na szkiclecie (1) benzoiloacetylenu, 17 zwigzk6éw; (2) etynyloferrocenu, 3 zwiazki; (3)
(antracenoilo)acetyleneku, 2 zwiazki i (4) (pirenoilo)acetylenek, 2 zwiazki. Drugim ligandem byly
trifenylofosfina, trietylofosfina i andamatan. Badania wykonano na 3 liniach nowotworowych
komorek ssakow (A549, HepG2 i SW620) oraz 3 szczepach drozdzaka Candida albicans. Badania
na linit SW620 rozszerzono o panel podlinii (selektantow) uzyskanych przez dr. Andrzeja Blauza
z Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego 1 réznigeych si¢ opornoseig na
wybrane chemioterapeutyki. W czesci pracy dotyczacej roli bialek opornosci wielolekowej w
przezblonowym transporcie zlota uzyto erytrocytéw izolowanych z krwi obwodowej. Opis
uzytych materialéw 1 metod jest szczegdlowy i w pelni wystatczajacy do realizacji zalozonych
celéw pracy i otrzymania opisanych wynikdw. Dobdr materialéw i metod nie budzi moich
zastrzezen, chociaz chetnie dowiedziatbym sig czegos wigcej o panelu podlinii SW620, jesli
informacje takie s3 dostgpne. Nalezaloby tez uzy¢ przynajmniej jeszcze jednej metody oceny
proliferacji komorek, opartej na innym mechanizmie niz pomiar wnikania czerwieni neutralnej. Z,
uwagi na mnogos¢ grup tiolowych w komorkach zwierzecych cheiatbym takze zapytaé sie o
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opisu uzytych metod statystycznych. Sa one opisane przy nicktorych rysunkach, ale zwyczajowo
zamieszcza si¢ tez rozdzial metody te podsumowujacy.

Opis wynikow zaczyna si¢ od sekcji ,,Uzasadnienie wyboru modelu badawczego™, ktére;
miejsce powinno byc¢ raczej w czedci poswieconej materiatom i metodom, chociaz to tylko moje
subiektywne odczucie. Zastanawia natomiast proba podzialu badanych ligandéw na te
zawierajace trifelynofosfine (1), te zawierajace trietylofosfing (2) oraz te zawierajace ligandy
ferrocenylowe (3). Przy czym niektére badane zwigzki (np. DP300 i DP110) naleza jednoczesnie
do grupy 2 i 3 (sawieraja trictylofosfing i rdzen ferrocenowy. Poniewaz trifelynofosfina lub
trietylofosfina powtarza si¢ w wigkszosci ligandow, z punktu widzenia ewentualnej pozniejszej
analizy QSAR korzystniejszy bylby podzial na pod katem budowy ligandu arylowego lub
aryloilowego, tym bardziej, ze to ligandy arylowe (aryloilowego) sa uzywane jako zwiazki
odniesienia, a nie fosfiny. Za takim podzialem przemawia tez tytul pracy.

Tym niemniej, zwraca uwage ogrom pracy wykonanej przez doktorantke. Juz samo
wyznaczenie krzywych przezywalnosci dla 26 zwiazkow plus auranofina, plus jony Au na 8 liniach
komoérkowych przyprawia o zawrot glowy. Wyniki s spéjne, szkoda tylko, ze wigkszosc
zsyntetyzowanych zwiazkow okazata si¢ mniej toksyczna niz zwiazek odniesienia (auranofina), ale
tego nie mozna bylo przewidzie¢ bez przeprowadzenia doswiadczen.

Dyskusja jest cickawa, ale do$¢ oszczedna. Tym samym w moim odeczuciu doktorantka
zbyt malo uwagt poswigcila na dyskusj¢ wynikow badan wlasnych z doniesieniami
literaturowymi, zwlaszcza 1z tematyka pracy stanowi bardzo aktualny problem zdrowotny. Bardzo
interesujacy jest watek dotyczacy pro-oksydacyjnych wlasciwosci badanych kompleksow,
zwlaszcza kompleksow zawierajacych ferrocen (DP110, DP299 1 DP300). Autorka dyskutuje
aktywnos¢ pro-oksydacyjna badanych komplekséw w kontekscie linii komérkowych, natomiast w
moim odczuciu rownie ciekawe byloby poréwnanie w obrebie grupy podobnych kompleksow.
Uwaga ta dotyczy nie tylko aktywnosci pro-oksydacyjnej kompleksow zawierajacych ferrocen, ale
generalnie takze innych obserwowanych efektow. Sadze, ze przy publikowaniu otrzymanych
wynikow bedzie to konieczne. Jesli nie petna analiza QSAR, to przynajmniej proba wyjasnienia
obserwowanych zjawisk w kontekscie budowy chemicznej zsyntetyzowanych zwigzkow. Wnioski
z pracy sformulowane sa poprawnie i odzwierciedlaja wyniki prowadzonych badan.

Pomimo przedstawionych powyzej uwag nie mam zastrzezefi co do strony metytotycznej
pracy. Dobor metod 1 wykonanie doswiadczen sa odpowiednie 1 swiadcza o dobrym warsztacie
naukowym doktorantki. Opisane niedociagnigcia sa tatwe do poprawienia czy tez uzupelnienia,

co z kolei na pewno ulatwi publikacje uzyskanych przez doktorantke wynikéw badai wlasnych.



Z edytorskiego obowigzku moge stwierdzié, ze praca napisana jest poprawnie. Cieszy
odpowiednie stosowanie znaku % 1 °, ktére powinny by¢ stawiane po liczbach bez spacji, a ich
oddzielanie spacja jest powszechnym bledem nie tylko w rozprawach doktorskich. Pod wzgledem
typograficznym uwazam t¢ prace jako jedna z lepszych jakie recenzowalem. Doktorantka nie
unikneta jednak potocznych, czy tez niezr¢cznych sformulowan stylistycznych, antropomotfizacii
itp., ktére beda wymagaly przeformulowania jesli wyniki mialyby byé publikowane w jezyku
polskim, np.: , Komorka, dazac do zachowania réwnowagi pomigdzy procesami” (str. 12), ,,.Do
swoistych narzedzi regulujacych poziom RET naleza enzymy: ... ,, (ibidem), ,,Bialka bedace
celem procesu degradacji proteosomalnej ...” i wiele innych. Doprecyzowania wymaga takze
sposob mineralizacji probek ,\Wszystkie prébki (200 mm’) mineralizowano przez dodanie
133 mm’ 30% w/o roztworu H,0,, a nastepnie 333 mm’ 65% w/o roztworu kwasu azotowego”
(str 38). Nie jest tez dla mnie jasna konwencja przyjeta przy opisie skrétdw, zwlaszcza gendw i
bialek, a takze nazw chemicznych. Proponowalbym stosowanie do wszystkich gendw/bialek
nazw i skrotow oraz konwencji zalecanej przez HGNC. Poza tym nie nazwalbym TXR i TXR2
izoformami biatka, wydaje mi sig, Ze sa to dwa bialka kodowane przez niezalezne geny. Raczej sg
to izoenzymy. Niektore nazwy zwigzkow chemicznych opisane sa bardzo szczegdlowo, np. kwas
2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoletanosulfonowy (HEPES), a inne ptzy uzyciu nazw
potocznych/handlowych, np. doksorubicyna czy etopozyd. Ponadto ujednolicenia/ uzupelnienia
na etapie przygotowania publikacji wymaga rowniez sposob formatowania pimiennictwa.
Powyzsze uwagi majq raczej charakter pomocniczy oraz redakeyjny, i nie wplywaja na
moja pozytywna oceng rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zal. Zaréwno zawartosé
merytoryczna rozprawy, jak i sposob przestawienia wynikéw swiadcza o dojrzalosei naukowej
mgr Zal i w pelni uzasadniaja ubieganic si¢ o stopien doktora. Rozprawa spelnia wymogi ustawy
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 r. (Dz.U. z 2003 r. nr 65 poz. 595 z pdzn. zm.). Tym samym z pelnym przekonaniem
wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwetsytetu Fodzkiego o
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stopnia naukowego doktora.






