Dr hab. Anna Krzepitko prof. uczelni 06 sierpnia 2019
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka
Wydzial Nauk o Zywnosci i Biotechnologii

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Wojciechowskiej pt.:” Wybrane
terpenoidy jako modulatory homeostazy redoks oraz opornosci wielolekowej
w modelowych ukladach komoérkowych in vitro”.

Praca powstala w Katedrze Biofizyki Molekularnej na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego. Pracg doktorska wykonano pod kierunkiem promotora
prof. dr hab. Grzegorza Bartosza i promotora pomocniczego dr Agnieszki Grzelak.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Biatka opornosci wielolekowej zmieniaja dystrybucje ksenobiotykéw w organizmie.
Ich zwigkszona ekspresja jest odpowiedzialna za wystepowanie zjawiska niewrazliwosci na
farmakoterapig patogennych mikroorganizméw jak rowniez komérek nowotworowych. Coraz
powszechniejsze wystgpowania zjawiska opornos$ci wielolekowej (MDR) zaréwno w leczeniu
grzybic jak i w chorobach nowotworowych w pelni uzasadnia podjecie badan nad metodami,
ktore umozliwityby zwigkszenie wrazliwosci komorek na leki. Grzybice systemowe sg czestym
powikianiem w leczeniu chorob nowotworowych. Zaréwno patogenne grzyby jak i komorki
nowotworowe nabywajg odporno$¢ na aktualnie stosowane leki. U C. albicans kluczowg rolg
odgrywajg biatka transportujace CDR1 i CDR2 nalezgce do rodziny ABC. Réwniez
w przypadku komoérek nowotworowych aktywno$¢ transporterowa biatek ABC jest kluczowa
dla MDR. U obu organizméw modelowych sposobem na przezwycigzenie MDR moze by¢
zastosowanie inhibitoréw tych bialek. Skutecznym inhibitorem bialek ABC mogg by¢ zwigzki
pochodzenia roslinnego takie jak terpenoidy. Mechanizm dziatania terpenoidéw moze takze
obejmowa¢ indukowanie stresu oksydacyjnego w komérkach i w konsekwencji ograniczaé ich
przezywanie.

W przedlozonej rozprawie doktorskiej Autorka podejmujac istotny klinicznie temat
badaf nad MDR powigzata kluczowe problemy dla choréb grzybiczych wywotanych przez
Candida albicans i choréb nowotworowych: a mianowicie aktywnos¢ biobdjczg testowanych
zwigzkéw wyjasnia w kontekscie opornosci wielolekowej i funkcjonowania wybranych
elementow systemu antyoksydacyjnego komarek.

Przeglad literatury wprowadza czytelnika w obszerng tematyke oraz czesé

cksperymentalng pracy. Wnikliwe studia literaturowe $wiadczg o znajomosei tematu badan.
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Jednak we wstgpie, moim zdaniem, zbyt malo uwagi poswiecono charakterystyce biatek CDR
Candida albicans nalezacym do rodziny ABC, ktorych rola w odpornosci wielolekowej jest
dobrze w literaturze opisana. Nalezy podkresli¢ trafny wybor organizméw modelowych:
opornego na wybrane leki azolowe szczepu C. albicans MYA-574 i wrazliwego na te leki
C. albicans 10231, jak 1 ludzkich linii komoérkowych HepG2 raka watroby i SW620
gruczolakoraka jelita grubego i pochodzgcych z niej linii SW620 D i SW620 V o zmieniongj
wrazliwosci na doksorubicyng (D) lub winkrystyng (V) a takze linii komorkowej nowotworu
nerki psiejf MDCKII i MDCKII MDR (stabilnego transfektanta z nadekspresjg biatka ABCBI).
MDR jest zjawiskiem uzaleznionym od licznej grupy czynnikow, a mozliwe sposoby jej
zniesienia dotycza wielu aspektéw biologii komorki, w tym zmiany ekspresji genow
kodujacych biatka transporterowe i zmiany odpowiedzi ze strony systemu antyoksydacyjnego
komorki na wprowadzane do ustroju leki. Autorka dobrze zrozumiata te zaleznosci, zarowno
analizujac problem w przegladzie literatury jak i projektujac do$wiadczenia. Doktorantka
stosowala rozne podejscia eksperymentalne i stosowata adekwatne metody badawcze
W zwiagzku z tym najpierw podjela badania nad cytotoksycznym oddzialywaniem terpenoidow
na C. albicans: wyznaczyta stgzenie terpenoidow hamujgce wzrost populacji komorek w 50%,
wyznaczyla minimalne st¢zenia hamujace, badata wplyw czasu inkubacji z wybranymi
terpenoidami na przezywalno$¢ komorek, okreslita czas podwojenia liczby komorek
w populacji dla szczepu C. albicans MY A-574. Majac na uwadze zjawisko MDR Doktorantka
ocenila takze wplyw terpenoidéw na poziom ekspresji cdrl i cdr2 mRNA i aktywno$¢ biatek
transporterowych. Okreslita wplyw lekoéw azolowych na aktywno$¢ wybranych enzymow
antyoksydacyjnych u C. albicans. Nast¢pnie w komorkach szczepu opornego na leki azolowe
C. albicans MY A-574 Autorka ocenita interakcje pomigdzy terpenoidami a lekami azolowymi
poprzez oznaczenie czasu podwojenia liczby komorek w populacji, okreslita zmiany poziomu
RFT i zawarto$¢ glutationu.

Uzyskane wyniki poszerzaja wiedzg dotyczaca mechanizmu odporno$ci wielolekowe;j
u C. albicans. Doktorantka wskazata cytral, geraniol i borneol jako zwigzki o najwickszej
aktywnosci przeciwgrzybiczej wzgledem badanych komorek C. alnicans. Mgr Dominika
Wojciechowska udowodnita, ze posrdd jedenastu badanych zwiazkéw wszystkie hamowaty
aktywno$¢ bialek transporterowych CDR1 i CDR2, a sze$¢ z nich zmniejszato poziom ekspresji
genow cdrl i cdr2. Badane terpenoidy wydtuzaly czas podwojenia populacji komorek
C. albicans MYA-574, a kilka z nich stosowane lgcznie z lekami azolowymi zwickszaty
dzialanie lekéw azolowych w tym tescie, najwieksze synergie dzialania zaobserwowano dla

triwertalu 1 itrakonazolu, flukonazolu i mikonazolu. Doktorantka potwierdzita, ze zaréwno
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terpenoidy (za wyjgtkiem geraniolu, bornelu i ketonu metylowo-cedrylowego) jak i leki
azolowe powodujg zwigkszenie poziomu RFT w komorkach C. albicans MYA-574, a ich
wspdlne dzialanie na komorki dawato w wigkszos$ci przypadkow efekt synergiczny. Terpenoidy
u C. albicans moga wptywaé na funkcje bialek CDR i dzigki temu wspomagaé leczenie
grzybicy i wspiera¢ chemioterapi¢ nowotwordéw. Do waznych osiggnigé Doktorantki zaliczam
wskazanie ktore z terpenoidéw i lekéw azolowych majg synergiczne dzialanie
w przeprowadzonych do$wiadczeniach.

Podobne wieloaspektowe podejécie badawcze zastosowata dla komorek linii HepG2,
SW620, i MDCKII: wyznaczyla stgzenie terpenoidéw hamujace wzrost populacji komorek
w 50%, a nast¢pnie dla najsilniej dziatajacego ketonu metylowo-cedrylowego aktywno$¢ biatek
transporterowych, ocenita czy jego efekt cytotoksyczny byl zwiazany z zaburzeniami
funkcjonowania blony komorkowej poprzez pomiar dyfuzji lateralnej pirenu a takze
przepuszczalnos¢ blony komdrkowej. Zbadata takze wplyw wybranych terpenoidéw na
ekspresje gendéw zwigzanych z odpowiedzig komdrek nowotworowych na stres oksydacyjny.

Duzag warto$¢ poznawcza majg wyniki dotyczace badanych linii komorek
nowotworowych. Doktorantka wykazata, ze komarki linii nowotworowych charakteryzuja sie
zroznicowang przezywalnoscig wzgledem terpenoidow. Zwigzki te modulujg poziom ekspresji
gendw zwigzanych z odpowiedziag komoérek na stres oksydacyjny. Wskazata na keton
metylowo-cedrylowy jako zwigzek o najwigkszym potencjale terapeutycznym, gdyz byt
cytotoksyczny, wplywal na aktywno$¢ biatka ABCB1 i zmienial funkcjonowanie btony
komodrkowej badanych linii nowotworowych.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania dostarczaja nowatorskich i cennych
informacji o oddzialywaniu terpenoidéw na wazne dla poznania mechanizméw odpornosci
wielolekowej organizmy modelowe: C. albicans i badane linie komorek nowotworowych.
Uzyskane wyniki majg potencjal aplikacyjny. Doktorantka stwierdzita, ze badane terpenoidy
moga zwigksza¢ dzialanie lekow azolowych, co moze poprawic¢ skutecznosé leczenia grzybic.
Rownoczesnie badane terpenoidy poprzez hamowanie bialek ABC i modulowanie odpowiedzi
na stres oksydacyjny w komorkach nowotworowych mogg poprawiaé skutecznosé
chemioterapii.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona praca ma typowy uklad treéci, koncepcja i ukltad rozprawy doktorskiej
sg uzasadnione tematyka przeprowadzonych badan. Praca zawiera wstep, cel pracy, materiaty
i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, literature

1 suplement. Lgcznie opracowanie liczy 114 stron, zawiera 17 tabel i 17 rycin. W wigkszosci
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rozdzialow wydzielono merytorycznie uzasadnione podrozdzialy. Praca napisana jest
specjalistycznym, naukowym jezykiem. W czesci literaturowej Autorka powotuje si¢ trafne na
zrodia literaturowe zwigzane tematycznie z opisywanym problemem badawczym. Autorka
formuje cele pracy i opisowo przedstawia rowniez cele szczegélowe. Wymienione cele
znajduja wyraz w tresci pracy, gdzie Doktorantka bierze pod uwagge rézne elementy i aspekty
badanych zjawisk i proceséw. Metodyka badan jest zréznicowana i zostata poprawnie dobrana
do realizowanego zadania badawczego. Przedstawiona praca doktorska wskazuje na
umiejetno$¢ Doktorantki do prowadzenia badai zaréwno na etapie planowania, wykonania
doswiadczen 1 analiz laboratoryjnych jak i opracowania wynikow. Wyniki z reguty sg
przedstawione czytelne w tabelach i na rycinach. W opisie wynikéw podano podstawowe
informacje dotyczace liczby prob i obliczen statystycznych. W celu zwigkszenia przejrzystosci
danych Autorka umiescita czgs¢ wynikow w zalgczniku. Dyskusja jest rzeczowa
i merytoryczna. Autorka przeprowadzila polemike dotyczacg uzyskanych wynikow
z osiggnigciami innych autoréw. Wnioski koncowe koreluja z wyznaczonymi celami
badawczymi. Bibliografia jest zazwyczaj poprawnie przedstawiona i cytowana, obejmuje 190
pozycji literatury.

Generalnie praca jest przygotowana starannie, jednak Autorka nie unikneta bledow
edycyjnych i formalnych.
- Wstep poprzedza wykaz skrotow stosowanych w pracy, ktéry powinny byé przedstawione
w kolejnosci alfabetyczne;.
- Jgzyk pracy jest zasadniczo poprawny, jednak w tekscie wystepuja wyrazenia zargonowe (s.
36, 54 czas podwojenia hodowli zamiast czas podwojenia populacji komoérek w hodowli),
uzywane jest stowo bojczy (s. 42, 43), ktére w stowniku jezyka polskiego wystepuje w formie
zlozen np. grzybobdjczy, nigdy samodzielnie. Uzywanie stowa szacowaé dla okreslenia
aktywnosci enzymu (s.34, 35,) sugeruje niezbyt dokladne oznaczenia. W kilku miejscach w
pracy Autorka podaje skrdcone, uproszezone informacje (s.4 ...szlak glikolizy tlenowe;j...,
dostarczajg (...) wysokoenergetycznych zwigzkéw - mleczanu, ketondw...), co prowadzi do
nieporozumien.
- Autorka nie podaje nazw chemicznych stosowanych zwigzkow zaliczanych do terpenoidow,
wykorzystanych w do§wiadczeniach. Nie podaje tez nazw chemicznych i zrédla pochodzenia
zwigzkow wykorzystywanych jako leki azolowe. W pracy pojawiajg si¢ tez bledne nazwy
zwigzkéw chemicznych (s.28 jest worzkonazol zamiast worykonazol). Na jakiej podstawie

zaliczono kwas kawowy do terpenoidow?



-W opisie metodyki pojawiajg si¢ nie$cislosci. W rozdziale I11.10 napisano, ze do§wiadczenie
prowadzono 24h za$ na ryc. 13 mamy zmiany OD hodowli po 2 dobach wzrostu. W opisie
metodyki 111.4, IIL.5, I1L.6, I11.7, 1118 brakuje informacji na jakim szczepie Candida albicans
przeprowadzono doswiadczenie. W przypadku kilku metod nie podano Zrédel literaturowych
np. [1112, [1117.
- Autorka nie zdefiniowata jednostki aktywnosci dla oznaczanych enzymoéw: S-transferazy
glutationowej, reduktazy glutationowe;j, katalazy. Skrét jednostki zwyczajowo pisany jest duzg
literg [U]. Prosze takze wyjasni¢ réznice w oznaczeniu osi OY na rycinie 15.
- Przy powolywaniu si¢ na wyniki badan w rozdziale Dyskusja nalezalo poda¢ numery tabel
1 rycin.

Powyzsze uwagi nie wplywajg na merytoryczng oceng pracy, sg sugestiami pomocnymi
w ewentualne] dalszej racy badawczej i mogg by¢ pomocne przy przygotowywaniu publikacji
naukowej na podstawie prezentowanego doktoratu.

Podsumowanie

Zaprezentowana rozprawa doktorska dostarcza wielu wartosciowych i oryginalnych
informacji oraz wzbogaca wiedz¢ o mechanizmie dzialania terpenoidéw na komorki
C. albicans 1 badane linie komorek nowotworowych. Pozytywnie oceniam merytoryczng jaki
1 formalng strong¢ rozprawy doktorskiej. Wazno$¢ poruszanego problemu badawczego,
oryginalna koncepcja przedstawionych badan, poprawnie przeprowadzone do$wiadczenia
wymagajace opanowania roznych metod badawczych, uzyskanie oryginalnych wynikéw
wskazujgcych na potwierdzenie stawianych celow naukowych, merytoryczna interpretacja
faktow naukowych §wiadczy o umiejetnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
mgr Dominike Wojciechowska. Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca ,,Wybrane
terpenoidy  jako modulatory homeostazy redoks oraz opornosci wielolekowej
w modelowych uktadach komérkowych in vitro” autorstwa mgr Dominiki Wojciechowskiej
spelnia wszystkie ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnioskuje do Wysokiej
Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie mgr

Dominiki Wojciechowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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