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Ocena

Rozprawy doktorskiej Marty Denel-Bobrowskiej zatytulowanej
,»» Wplyw pochodnych doksorubicyny ze zmodyfikowang daunozaming

na komoérki raka jajnika”

Rozprawa skltadajgca si¢ z 106 stron zawiera osiggnigcie naukowe obejmujgce cykl
pigciu publikacji z lat 2015-2018 o tgcznym wspélezynniku oddzialywania 12.07, MNiSW-
140. Dysertacj¢ dostarczono do opiniowania zaréwno w formie wydrukowanej, jak i na no$niku
elektronicznym.

Dzielo zawiera o§wiadczenia wszystkich wspélautordw z okre§leniem procentowego
udziatu kazdego z nich oraz wykaz pozostatego dorobku naukowego. Sumaryczny IF dorobku
publikacyjnego Doktorantki lacznie z publikacjami wchodzacymi w sklad rozprawy
doktorskiej jest imponujgcy wynosi bowiem 19.76 (240 MNiSW). Na uwagg zastuguje tez
czynny udzial Doktorantki w wielu konferencjach o zasiggu krajowym i zagranicznym w
formie 5 doniesien ustnych i 15 plakatéw. W 2016 odbyla miesigczny staz w Instytucie
Biofizyki i Bioinzynierii Komérki w Akademii Nauk w Mifsku na Biatorusi w ramach
SEVENTH FRAMEWORK PROGRAMME, Marie Curie actions.

Za swoje osiaggnigcia otrzymata stypendium naukowe Miasta Fodzi dla Doktorantéw w
latach 2013/2014.

Autorka celem ulatwienia odbioru publikacji opracowata bardzo starannie
wprowadzenie, w ktérym porusza problemy leczenia raka jajnika. Zwraca uwage na czgsto$¢
wystepowania, podkreslajac, ze nowotwoér ten zajmuje 7 miejsce pod wzgledem zapadalno$cei i

umieralno$ci wérdd kobiet na catym $wiecie. Gléwnymi przyczynami wysokiej umieralnosci



sa: a) zbyt pdézne wykrywanie, b) brak wysoce czutego i swoistego markera, c)
kardiotoksyczno§¢ antybiotykéw antracyklinowych. Niestety skutki kardiotoksycznosci
antracyklin mogg pojawia¢ si¢ kilka, a nawet kilkanascie lat po zakonczeniu terapii i prowadzi¢
do ciezkich kardiomiopatii oraz zgonu pacjentki. Zatem wcigz podejmowane sg proby
zsyntetyzowania substancji, ktére bytyby co najmniej tak skuteczne jak doksorubicyna, ale
pozbawione dziatan niepozadanych.

Obecnie zwigzkami o bardzo obiecujacych wla$ciwosciach przeciwnowotworowych sg
formamidynoantracykliny. W oparciu o dostgpne publikacje Doktorantka podjeta probe
wyjasnienia zjawisk lezgcych u podstaw cytotoksycznego wptywu tych zwigzkoéw na komorki
oraz mechanizmu indukowania $mierci komérkowej. Gtéwnym celem pracy bylo okreSlenie
wplywu 6 analogéw doksorubicyny (DOX-F PIP, DOX-F PYR, DOX-F MOR, DOX-F HEX,
DOX-F PAZ, O-DOX) na komérki SKOV-3 i wytypowanie zwiazkéw o lepszej aktywnosci
biologicznej niz doksorubicyna. Po postawieniu hipotezy badawczej Autorka wyznaczyla w
sposOb logiczny i konkretny trzy cele szczegbtowe. Tak zaplanowany schemat dzialania
$wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki i udawadnia, Zze wykonywane przez Nig
eksperymenty nie byly dzietem przypadku, ale wynikiem wnikliwej analizy tematu.

Doktorantka wykorzystata 4 linie komérkowe: a) SKOV-3- komérki gruczolakoraka
jajnika- oporne na doksorubicyng i cis-platyng; b) ES-2- komdrki jasnokomérkowego raka
jajnika c¢) A549- komdrki niedrobnokomoérkowego raka pluc d) HepG2- komorki raka
watrobowokomérkowego. Warto podkre$li¢, ze do eksperymentéw zostaly wybrane linie
komoérkowe wywodzgce si¢ z rakdéw o bardzo ztym rokowaniu z powodu wysokiej zdolnosci
do przerzutowania i czgsto wystepujacej opornosci na chemioterapeutyki.

Badania przeprowadzita za pomocg 9 metod wykorzystujgc migdzy innymi mikroskopig
konfokalna, spektrofluorymetrig, cytometri¢ przeptywows, real time PCR. Wspomniang juz
cytometri¢ przeptywowsa zastosowata do analizy wplywu badanych zwigzkéw na cykl
komorkowy, strukture bton komoérkowych, za pomoca metody spektrofluorymetryczne;j
oceniata parametry wnikania zwigzkéw do komoérek, zmiany potencjatu mitochondrialnego.
Okreélita takze cytotoksyczno$é badanych analogéw, dokonata analizy fragmentacji DNA za
pomoca testu TUNEL i testu kometowego oraz zbadata ekspresj¢ wybranych gendéw
kodujgcych biatka zwiazane z apoptozg : PARP-1(poly ADP-ribose polymerase-1); H2ZAFX
(H2 histone family member X), BIRCS (baculoviral inhibitor of apoptosois repeat-containing

5; BCL-2 B-cell lymphoma 2 , cytochrom c, kaspaza-9, kaspaza-3.



Zrozumienie programowanej S$mierci komdrki indukowanej przez pochodne
doksorubicyny i réznice w ich cytotoksycznos$ci utatwiajg schematy na stronie 18 stanowigce
graficzne podsumowanie wynikéw badan.

W pigciu wybranych do osiggnigcia pracach Pani Marta Denel-Bobrowska jest
pierwszym autorem czterech publikacji o IF=9,76 (MNiSW=115).

W pierwsze] z prac Autorka stosujac rézne techniki badawcze (mikroskopowe,
cytometryczne) oceniata zmiany morfologiczne i biochemiczne wskazujace na apoptozg
komoérek. W linii komérkowej SKOV-3 po ekspozycji na badane analogi doksorubicyny
obserwowala kondensacj¢ chromatyny, zmiany ksztaltu i rozmiaru jadra komorkowego,
powstawanie cial apoptotycznych. Warto nadmieni¢, ze najkorzystniejszy efekt w postaci
wysokiego odsetka komorek apoptotycznych obserwowata dla DOX-F PIR i DOX-MOR.

W kolejnej pracy Doktorantka rozszerzyla eksperymenty o fluorymetryczne oznaczenia
aktywnosci kaspazy -8 oraz-9. Wszystkie badane formamidynowe analogi doksorubicyny
wywolaly wzrost aktywno$ci kaspazy-8, przy czym dla pochodnej DOX-F MOR aktywacja
kaspazy-9 byla ponad o$miokrotnie wyzsza niz dla zwigzku referencyjnego. W tej samej
publikacji Autorka przedstawita wyniki eksperymentu dotyczacego pomiaru potencjatu btony
mitochondrialnej. Najwigkszy spadek potencjatu mitochondrialnego odnotowata dla pochodne;j
DOX-F MOR.

Dwie kolejne prace zostaly poswigcone badaniom nad wlasciwoSciami
cytotoksycznymi oksazolinodoksorubicyny (O-DOX). W modelu do$wiadczalnym z linig
komérkowg SKOV-3  Doktorantka zaobserwowala ponad pigciokrotnie wyzszg
cytotoksycznos¢ oksazolinowej pochodnej niz samej doksorubicyny. Kilkukrotnie nizsze
wartoéci IC50 wykazala w innych liniach komérkowych (raka watroby i pluca). W pracy
trzeciej oprécz  oksazolinowej pochodnej doksorubicyny zbadala  wlasciwosci
oksazolinodaunorubicyny, ktérej cytotoksyczno$¢ byta wyzsza niz zwigzku macierzystego, ale
tylko w przypadku komérek raka watroby.

W pracy czwartej Doktorantka zaobserwowata, ze oksazolinodoksorubicyna wnika do
wnetrza komoérek SKOV-3 i umiejscawia si¢ podobnie jak antracyklina macierzysta. Analiza
poréwnawcza parametrow wnikania analogbw do komoérek nie wykazala istotnych
statystycznie réznic w poréwnaniu z doksorubicyng. Doktorantka zwrocita uwage, ze badane
zwigzki osiggaja niemal identyczne wewnatrzkomorkowe stezenia to jednak posiadajg
zréznicowane wilasciwoséci cytotoksyczne oraz wykazuja istotne rdéznice w indukowaniu
apoptozy. Przy uzyciu metody kometowej Autorka uwidocznita w komérkach traktowanych O-

DOX wyzszy $redni poziom uszkodzefi DNA we wszystkich badanych czasach inkubacji w



poréwnaniu do komérek indukowanych doksorubicyng. W kolejnych etapach badaf
analizowata ekspresje genéw kodujacych biatka zaangazowane w proces apoptozy wykazujgc
aktywacje genéw zwigzanych ze szlakiem mitochondrialnym apoptozy oraz niski poziom genu
kodujgcego biatko Bel-2.

Cykl prac zamyka praca przegladowa przedstawiajagca podsumowanie wpltywu
pochodnych doksorubicyny na komdrki nowotworowe. Przeksztalcenie grupy -NH: przy
atomie wegla C-3’ czgéci daunozaminowej antracyklin w tréjpierscieniowg grupg amidynowg
skutkuje otrzymaniem analogéw o zwigkszonej aktywnosci cytotoksycznej wobec komorek
nowotworowych. Najbardziej obiecujagcym analogiem wydaje si¢ by¢ pochodna doksorubicyny
posiadajgca w ugrupowaniu amidynowym reszt¢ cyklicznej aminy Il-rzgdowej =z
sze$ciocztonowym piercieniem morfoliny.

Doktorantka zamyka opracowanie podsumowaniem i wnioskami odpowiadajgcymi
celom pracy i udowadnia wysnuta na poczatku hipotez¢ badawczg.

Konkluzje te, oprécz dobrego zwienczenia dzieta, sa bardzo trafnymi obserwacjami
poczynionymi samodzielnie w oparciu o opublikowane prace.

Trudno pisac o niedociggnigciach w przypadku opublikowanych juz i ocenionych przez
recenzentéw znakomitych czasopism. Na uznanie zastuguja te tezy sktadowe cyklu, w ktérych
Kandydatka jest pierwszym autorem. Dowodzg one, ze Doktorantka posiada
umiejetno$¢ zaprojektowania,  przeprowadzenia  zmudnych i skomplikowanych
eksperymentéw. Uzyskany duzy material zostal poprawnie opracowany, szeroko
przedyskutowany w odniesieniu do aktualnego pi$miennictwa oraz postuzyt do sformutowania
istotnie waznych wnioskéw. Oczywiscie praca, w ktoérej Kandydatka jest wspdélautorem
dodatkowo podnosi warto$¢ osiggnigcia naukowego. Wazng pozycja jest praca przegladowa,
ktéra z pewnoécig bedzie wielokrotnie przez innych badaczy cytowana ze wzgledu na bardzo
spdjne, obszerne przedstawienie mechanizméw cytotoksycznosci doksorubicyny i jej
analogow.

Dla mnie jako lekarza najwigkszg wartodcig tej pracy jest proba poréwnania roznych
analogéw doksorubicyny. Mam nadziejg, ze w niedalekiej przyszlosci analog doksorubicyny
zawierajacy morfoling okaze si¢ skuteczng i bezpieczng substancjg w leczeniu raka jajnika,
czego zycze wszystkim kobietom. Gratuluj¢ podjecia si¢ tak trudnego i bardzo waznego z
punktu widzenia praktycznego zagadnienia. Gdyby nie tego rodzaju badania medycyna
kliniczna nie mialaby nic do zaoferowania choremu. Sukcesem medycznym jest nie tylko trafna

diagnoza, ale réwniez mozliwo$¢ skutecznego i bezpiecznego leczenia pacjenta.



Uwazam, ze cykl 5 prac zaprezentowanych przez Doktorantke stanowi istotny wkiad w
rozw0j wiedzy na temat wladciwosci cytotoksycznych pochodnych doksorubicyny i
potencjalnych mozliwosci wykorzystanie ich w leczeniu raka jajnika. Prace stanowig zwarty,
monotematyczny cykl odpowiadajacy zaproponowanemu tytutowi.

Tematyka jest niezmiernie ciekawa, taczaca nauki podstawowe z kliniczng medycyna. Temat
pracy zastuguje na dalsze kontynuowanie.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz,U nr
65, poz 595 z pdin.zm.)

Zatem mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu E.6dzkiego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Marty Denel-

Bobrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysokie walory merytoryczne, ogromng warto$é poznawczg i fakt

opublikowania skladowych prac w wysokopunktowanych czasopismach medycznych

proponuj¢ wyrdznienie pracy.
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