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Ocena

pracy doktorskiej mgr Marty Denel-Bobrowskiej na temat: ,,Wplyw pochodnych doksorubicyny ze

zmodyfikowang daunozaming na komorki raka jajnika”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy bardzo waznego zagadnienia zwigzanego z
poszukiwaniem nowych i skutecznych metod terapii raka jajnika, ktory pod wzglgdem zapadalnosei i
umieralnosci wsrdd kobiet zajmuje 7 miejsce na catym $wiecie. Zaréwno ze wzgledu na diagnozg, jak i
na terapic nowotwor jajnika stanowi dla wspolczesnej medycyny powazne wyzwanie. Spadek
przezywalnosci wérdd kobiet dotknigtych ta choroba jest $cisle zwigzany z péznym stadium choroby w
momencie jej wykrycia. Niespecyficzne objawy choroby, a takze niedostateczna skutecznosé
biomarkeréw stosowanych w badaniach przesiewowych powoduja, ze bardzo pilnym problemem staje si¢
poszukiwanie nowych skutecznych lekéw oraz schematéw leczenia raka jajnika. Wspdlczesna medycyna
onkologiczna, mimo rosnacego postgpu w tej dziedzinie, nie jest aktualnie w stanie zaproponowac
catkowicie skuteczniej i bezpiecznej terapii w leczeniu tych nowotworéw. Stosowane do tej pory leki w
terapii podstawowej, zawierajgce zwiazki platyny oraz doksorubicyng, nie przyniosly oczekiwanych
rezultatow, ze wzgledu na szereg skutkéw ubocznych, jak réwniez z powodu rozwijajacej si¢ w trakcie
leczenia opornosci wielolekowej (MDR). Obecnie trwaja badania, ktére skupiaja si¢ na znalezieniu
skutecznych lekdéw przeciwnowotworowych o obnizonej cytotoksyczno$ci w odniesieniu do
niezmienionych komarek i jednoczesnie nieindukujgcych opornoéci wielolekowej organizmu. Substancji
tych poszukuje si¢ zarowno na drodze syntezy nowych zwiazkéw, jak i na drodze modyfikacji juz
istniejgcych lekow. Takim przykladem jest doksorubicyna stosowana w nawrotach raka jajnika, ktora
nalezy do grupy antybiotykow antracyklinowych. Zwigzek ten poza duza skutecznoscia, niestety
wykazuje efekty uboczne w postaci kardiotoksycznosci i moze prowadzi¢ do opornosci wielkolekowe;.
Jak wykazaly wstepne badania nowe pochodne formamidynowe i oksazolinowe doksorubicyny,
zsyntetyzowane w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie, sa cytotoksyczne w

odniesieniu do komorek rakowych opornych na doksorubicyng.
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W przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej Pani mgr Marta Denel-Bobrowska podjeta
bardzo istotne dla medycyny onkologicznej badania, dotyczace wylonienia potencjalnych lekéw sposréd
6 otrzymanych na drodze syntezy pochodnych doksorubicyny, ktére bedg nie mniej skuteczne, jednak
mniej toksyczne dla organizmu. Doktorantka podjeta si¢ takze proby okreslenia mechanizmow lezgcych u
podstaw cytotoksycznego dziatania tych zwiazkéw i odpowiedzialnych za indukowanie przez nie Smierci
komorkowej w odniesieniu do komérek SKOV-3, gruczolaka jajnika opornych na doksorubicyng. Takie

badania nie zostaty do tej pory przeprowadzone.

Praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem promotora pani prof. dr hab. Agnieszki
Marczak w Katedrze Biofizyki Medycznej, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego oraz przy wspolpracy z Instytutem Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie i pod opieka
pani dr inz. Malgorzaty Lukawskiej, w charakterze promotora pomocniczego. Badania zrealizowane w
ramach pracy doktorskiej byly wspolfinansowane z dwoéch zrédel: indywidulanego stypendium
stanowigcego dofinasowanie badaf realizowanych w zakresie tematu: ,,Wpltyw wybranych pochodnych
doksorubicyny na komdrki raka jajnika” oraz stypendium naukowego miasta Lodzi dla doktorantow w
latach 2013 - 2014.

Rozprawe doktorska stanowi cykl pieciu spdjnych tematycznie prac doswiadczalnych, dotyczacych
toksycznego dziatania pochodnych doksorubicyny formamidynowych i oksazolinowej, a takze
mechanizméw ich dzialania w odniesieniu do komoérek raka jajnika SKOV-3 oraz innych wybranych linii
komorek rakowych. Prace te zostaty opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports o

zasiggu migedzynarodowym. W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg nastgpujace prace:

1. Marczak A., Denel-Bobrowska M., Rogalska A., Lukawska M., Oszczapowicz I., Cytotoxicity
and induction of apoptosis by formamidinodoxorubicins in comparision to doxorubicin in human ovarian

adenocarcinoma cells. Environmental Toxicology and Pharmacology 2015, 39(1):369-383,

2. Denel-Bobrowska M., Lukawska M., Oszczapowicz 1., Marczak A. Histological subtype of
ovarian cancer as determinant of semsitivity to formamidine derivatives of doxorubicin — in vitro
comparative studies with SKOV-3 and ES-2 cancer cell lines. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention
2016, 17 (9):4223-4331,

3. Denel-Bobrowska M., Lukawska M., Rogalska A., Forma E., Brys M., Oszczapowicz 1.,
Marczak A. Identyfication of the key pathway of oxazolinoanthracyclines mechanism of action in cells

derived from human solid tumors. Toxicology and Applied Pharmacology 2016, 313:159-169,

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI 1 BIOFIZYKI

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 71 3205275 « fax 71 3205167

e-mail: dorota.bonarska-kujawa@upwr.edu.pl « www.upwr.edu.pl



L RERUAf
SRE

a0,

\

hr

AR EXCELLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

4. Denel-Bobrowska M., Lukawska M., Bukowska B., Gajek A., Oszczapowicz 1., Marczak A.
Molecular mechanism of action of oxazolinoanthracyclines in cells derived from human solid tumors.

Part 2. Toxicology in Vitro 2018, 46:323-334. Errata: Toxicology in Vitro 2018, 48:350-352,

5. Denel-Bobrowska M., Marczak A. Structural modification in sugar moiety as a key to improving

the anticancer effectiveness of doxorubicin. Life Sciences 2017, 178:1-8.

Warto podkresli¢, ze sumaryczna warto$é IF publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

wynosi zgodnie z rokiem opublikowania 12.07 oraz 140 punktow MNiSW.

Do rozprawy doktorskiej zostaly rowniez dolgczone pisemne o$wiadczenia wspotautoréw wyzej
wymienionych prac o ich udziale procentowym w poszczegolnych publikacjach. W pierwszej pracy
Doktorantka jest drugim autorem, a w pozostalych pracach pierwszym. Zgodnie z oswiadczeniami
wspotautorow procentowy udzial Doktorantki w poszczegdlnych pracach jest dominujacy i stanowi
odpowiednio 45, 75, 55, 65 i 80 %. Ponadto z o$wiadczen wspotautoréw prac wynika, ze pani mgr Denel-
Bobrowska uczestniczyta aktywnie na etapie planowania i wykonywania badan, ktére nastgpnie potrafita
opracowa¢ i opisa¢ w formie publikacji. W pracach 2-5 pelnita rowniez rolg autora korespondencyjnego.
Swiadczy to nie tylko o duzym zaangazowaniu Doktorantki w przeprowadzone badania na kazdym etapie

ich realizacji, ale rowniez o godnej uwagi dojrzatosci naukowej pani mgr Denel-Bobrowskie;.

O duzej aktywnosci naukowej Doktorantki $wiadczy réwniez Jej dorobek naukowy, ktory
zgromadzita poza pracami stanowigcymi rozprawe doktorska, a na ktory sklada si¢ dziewigé artykutow
opublikowanych w czasopismach zaréwno z listy JCR tj: Toxicology in Vitro, Anticancer Research czy
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention (odpowiednio 30, 20 i 20 pkt MNiSW oraz IF 2.903, 1.895 i
2.514), jak i w innych czasopismach polskich i zagranicznych oraz w materiatach pokonferencyjnych.
Jest tez wspotautorka w sumie 20 prezentacji ustnych i komunikatéw konferencyjnych, przedstawionych
na 18 konferencjach naukowych, w tym szesciu konferencjach migedzynarodowych. Nalezy réwniez
podkresli¢, ze sumaryczny IF dorobku publikacyjnego tacznie z pracami wechodzacymi w sktad rozprawy
doktorskiej, zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 19.76 oraz 240 pkt MNiSW. Doktorantka ponadto
uczestniczyla w miesigcznym stazu naukowym w Instytucie Biofizyki i Bioinzynierii Komorki w
Akademii Nauk w Minsku na Biatorusi, w ramach SEVENTH FRAMEWORK PROGRAMME, Maria
Curie Action. Dorobek naukowy pani mgr Denel-Bobrowskiej jest imponujacy, $wiadczy o duzym

potencjale naukowym Doktorantki i oceniam go bardzo wysoko.
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Poza spisem i kopiami publikacji do rozprawy doktorskiej Doktorantka dotgczyla réwniez
nastgpujgce rozdzialy: wprowadzenie, podsumowanie, wnioski, streszczenia rozprawy w jezyku polskim i

angielskim, pozostaty dorobek naukowy i pismiennictwo.

Omowienie celu naukowego rozprawy i uzyskanych wynikéw Doktorantka krotko podsumowuje w
nastepujgcych podrozdziatach wprowadzenia: uzasadnienie tematu badan, materialy oraz metody
badawcze, cel pracy, hipoteza badawcza, szczeg6lowe cele badawcze, omowienie prac wechodzacych w
zakres rozprawy doktorskiej. We wprowadzeniu pani mgr Marta Denel-Bobrowska w sposdb syntetyczny
zarysowata problematyke zwigzang z trudnosciami wystepujacymi w leczeniu nowotwordw jajnika oraz
kierunkami poszukiwan nowych skutecznych lekéw mozliwych do zastosowania w terapii, na podstawie
doniesien literaturowych opublikowanych gléwnie w latach 2005-2017. Uzasadnita wybor materiatu
badawczego, jaki stanowily linie komoérkowe gruczolaka jajnika SKOV-3, oporne na dziafanie
doksorubicyny, jak réwniez w dalszej czesci badan linie komérkowe raka jajnika ES-2, watroby HepG2 i
phic A549. Doktorantka uzasadnita rowniez wyb6r 6 analogdéw doksorubicyny, jako potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych, ktéry zostal podyktowany wstepnymi wynikami badan toksycznosci
wielonarzadowej dla tych zwigzkéw. Na stronie 7 rozprawy we wprowadzeniu oraz na stronie 9 w
materialach i metodach badawczych Doktorantka powotuje si¢ na wezesniejsze badania wybranych
analogéw doksorubicyny opublikowane w pracach min. Wasowska i wsp. 2005a i b oraz Lukawska i
wsp. 2012, w ktérych wykazano korzystniejszy profil toksycznosci tych zwigzkéw, niz wykazuje je
doksorubicyna. Badan tych jednak nie przytacza. Zainteresowato mnie na podstawie jakich badan
okreslono korzystniejszy profil toksycznosci tych zwigzkoéw i w odniesieniu do jakich komérek? Co
najbardziej zachecito Doktorantke do wybrania do swoich dalszych badan nad mechanizmem dzialania
wlasnie tych zwigzkéw: 5 formamidynowych i 1 oksazolinowej pochodnej doksorubicyny? Jak duze

znaczenie w doborze zwigzkéw miata ich struktura chemiczna?

Celem badawczym pracy doktorskiej, poprawnie sformutowanym przez Doktorantke, byla ocena
aktywnosci cytotoksycznej 6 wybranych pochodnych doksorubicyny na komérki SKOV-3. Jako
szczegdtowe cele badawcze doktorantka wymienita analizg cytotoksycznosci zwigzkow wzgledem
komorek SKOV-3, ocene ich zdolnoéci do indukowania programowanej $mierci komorkowej oraz

okreslenie gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za ich aktywnos¢ cytotoksyczng.

W dalszej czesci pani mgr Marta Denel-Bobrowska krotko omowila prace wchodzace w sktad
rozprawy. Warto doda¢, ze przedstawiona do oceny w ramach rozprawy seria publikacji, stanowi spdjny

tematycznie i szczegdtowo zaplanowany oraz zrealizowany cykl ciekawych badan. Ich tematem
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przewodnim jest: Wplyw pochodnych doksorubicyny ze zmodyfikowana daunozaming na komorki raka
jajnika. W $wietle opublikowanych wynikow rodzi sie pytanie. Na str. 12 w omodwieniu prac
wchodzacych w sktad rozprawy Doktorantka napisala, Ze ,najmniej cytotoksyczny okazal si¢ analog
DOX-F HEX, co moze by¢ spowodowane duzym rozmiarem pierscienia, czyli wystgpowaniem wigkszej
zawady przestrzennej utrudniajacej oddzialywanie z helisa”. Czy w $wietle uzyskanych przez
Doktorantk¢ wynikéw mozna podjaé probe wykazania korelacji miedzy struktura zwiazku, a jego

cytotoksycznoscig?

Na szczegdlng uwage w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej zastuguje bogaty i
precyzyjnie zaplanowany, pod katem realizacji celu pracy, warsztat badawczy Doktorantki. Pani mgr
Marta Denel-Bobrowska wykonata roznymi i umiejetnie dobranymi, nowoczesnymi metodami
fizycznymi i analitycznymi szereg badan i oznaczen na liniach komoérkowych indukowanych badanymi
zwigzkami. Doktorantka wykonala nastepujace badania: cytotoksyczno$ci badanych zwigzkow (test
MTT), lokalizacji zwiazkéw w komdrkach, parametréow wnikania zwiazkow do komorek, morfologii
komoérek, oraz struktury blony komdrkowej, potencjatu mitochondrialnego, fragmentacji DNA (test
TUNEL), ekspresji genéw (metoda RT PCR), i wplywu zwigzkow na cykl komorkowy. Na uwage
zashuguje duza roznorodno$é wykonanych przez Doktorantkg badan z wykorzystaniem fluorescencyjnych
technik badawczych: cytometrii przeptywowej, spektroskopii i mikroskopii przy uzyciu szeregu
znacznikdw fluorescencyjnych oraz testow biochemicznych. Przeprowadzone eksperymenty pozwolily

Doktorantce w petni zrealizowac cel badan.

W trakcie analizowania tej cz¢éci rozprawy nasunely mi sig jedna uwaga. Przy formutowaniu celu
pracy i omawianiu prac stanowigcych rozprawe Doktorantka w kilku miejscach zamiennie stosowata
sformutowanie aktywno$¢ biologiczna i aktywno$¢ cytotoksyczna w odniesieniu do swoich badan i ich
wynikéw. Aktywnos$¢ biologiczna jest pojeciem szerszym niz aktywno$¢ cytotoksyczna i dotyczy
wszelkich zmian zachodzacych w komorkach prawidlowych i nieprawidlowych pod wplywem
czynnikéw zewnetrznych. W przypadku prezentowanych badan raczej nalezatoby mowi¢ jednoznacznie i
precyzyjnie o aktywnosci cytotoksycznej szczegdlnie, ze nie zostaly przytoczone wyniki innych badafi w
odniesieniu do komdrek prawidlowych, a zwigzki zostaly zaprojektowane, jako toksyczne dla komoérek

nowotworowych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pani mgr Marta Denel-Bobrowska sformutowata interesujgce
whioski. Stanowig one w mojej ocenie oryginalne osiggnigcie Doktorantki, gdyz zawieraja wazne i nowe

aspekty poznawcze dotyczgce aktywnosei cytotoksycznej wybranych pochodnych doksorubicyny w

5

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI11BIOFIZYKI

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 71 3205275 « fax 71 3205167

e-mail: dorota.bonarska-kujawa@upwr.edu.pl * www.upwr.edu.pl



é% A

WY o/
> »’-’SL'\V‘S}

hr

AR EXCFLLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

odniesieniu do komorek gruczolaka jajnika. Wazny wniosek z przeprowadzonych badan, to ten, w ktérym
Doktorantka stwierdza: za wazny i wymagajacy dalszych badan nalezy uzna¢ zwigzek DOX-F MOR,
ktory wydaje sie by¢ najlepszym w badanej grupie, potencjalnic skutecznym lekiem
przeciwnowotworowy w terapii raka jajnika. Mam pytanie do pani mgr Denel-Bobrowskiej, czy ma w
planach kontynuacj¢ badan na innych liniach komorkowych lub wiaczenia si¢ np. w badania

przedkliniczne nad skutecznoscia badanego zwigzku w terapii nowotwordow?

Podsumowujgc, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska pani mgr Marty Denel-Bobrowskej.
Na jej duzg warto$¢ merytoryczng skladaja si¢ umiejg¢tnie zaplanowane i przeprowadzone badania
opublikowane w renomowanych czasopismach, ktére dotyczg aktualnego i bardzo waznego problemu,
jakim jest skuteczna terapia nowotwordw, ratujgca ludzkie zycie. Doktorantka wykazata si¢ przy tym
duzymi umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia badan eksperymentalnych oraz znajomoscig
problematyki z zakresu farmakologii, cytobiologii i biofizyki. W swojej rozprawie przedstawita
oryginalne i nowoczesne badania, ktore majg charakter nowatorski i poznawczy, a w przysziodci takze
aplikacyjny. Rozprawa doktorska pani mgr M. Denel-Bobrowskiej spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okre$lone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018
roku. Uwazam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa jest podstawg do nadania Doktorantce stopnia

naukowego Doktora w dziedzinie nauk biologicznych, w dyscyplinie biofizyka.

Zwracam si¢, wigc z uprzejmag prosbg do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o przyjgcie rozprawy i dopuszezenie mgr Marty Denel-Bobrowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Biorge pod uwagg niezwykle bogaty dorobek naukowy pani mgr Marty
Denel-Bobrowskiej, zakres i jakos¢ przeprowadzonych przez nig badan, zwracam si¢ do Wysokiej Rady o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej i nagrodzenie Doktorantki.

Dr hab. inz. Dorota Bonarska-Kujawa

KIEROWNIK

Katgdry Fizyki i Biofizyki
Dr Kab. inz. Dorota Bonarska-Kujawa

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI 1 BIOFIZYKI

ul, Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 71 3205275 « fax 71 3205167

e-mail: dorota.bonarska-kujawa@upwr.edu.pl *+ www.upwr.edu.pl



