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Recenzja rozprawy doktorskiej

magister Katarzyny Papaj

na temat:

"Dostępność biologiczna i przemiany metaboliczne wybranych pochodnych genisteiny

wykazujących aktywność przeciwnowotworową"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy ważnego problemu, jakim jest

chemioterapia i prewencja nowotworów. Mimo licznych badań związków chemicznych,

zarówno ze źródeł naturalnych, jak i syntetyzowanych w oparciu o związki chemiczne o

stwierdzonym działaniu przeciwnowotworowym, skuteczność terapeutyczna tych preparatów

jest niezadowalająca. Genisteina jest związkiem o znanym mechanizmie działania na komórki

nowotworowe. Jednak rozległe działania uboczne tego związku skłaniają badaczy do

poszukiwania jej pochodnych o słabszych efektach niepożądanych, przy polepszeniu ich

wchłaniania i przedłużeniu działania w komórkach oraz organizmie jako całości. Badania,

podjęte przez doktorantkę, pod kierunkiem wybitnych naukowców w swoich dziedzinach;

chemii prof. Wiesława Szeji oraz biologii nowotworów dr hab. Aleksandry Rusin, zasługują z

pewnością na miano nowatorskich i jak najbardziej aktualnych.

Oceniana rozprawa doktorska jest wydrukiem komputerowym nad 229 stronach.

Składa się ona z typowych rozdziałów, chociaż ich układ odbiega od przyjętego zwyczajowo

układu tego typu opracowań. Spis treści jest kompletnym wykazem zawartych w rozprawie

rozdziałów i poprzedza zasadniczą jej część, która rozpoczyna się trzystronicowym opisem

celu pracy. Zazwyczaj opis celu pracy wieńczy wprowadzenie do niej. Szkoda również, że w

tym miejscu nie przedstawiono ogólnej hipotezy badawczej oraz strategii prowadzącej do jej

weryfikacji.

Wprowadzenie jest bardzo szczegółowe i obszerne (63 strony), co świadczy o

doskonałym rozeznaniu Kandydatki w światowym piśmiennictwie z zakresu badań genisteiny
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oraz problemów związanych z jej stosowaniem w terapii nowotworów. Magister Katarzyna

Papaj szeroko omówiła znane modyfikacje badanego preparatu oraz jego pozytywne i

negatywne strony. Wykazała się także wiedzą z zakresu znanego wpływu genisteiny i jej

pochodnych na mechanizmy wewnątrzkomórkowe, regulujące proliferację poprzez

hamowanie cyklu komórkowego na etapach replikacji, transkrypcji i kondensacji chromatyny.

Genistein wpływa także na czynniki kontrolujące: cykl komórkowy, apoptozę oraz szlaki

sygnalizacyjne w komórce. Ważnym aspektem przedstawionym przez Kandydatkę jest

metabolizm tego leku i drogi usuwania jego metabolitów z organizmu.

Wstęp kończy przystępnie opisany wybór strategii i metod badawczych dotychczas

wykorzystywanych w badaniach chemioterapeutyków zebranych w obszernej tabeli 2, która

mogłaby być zamieszczona jako suplement do rozprawy na jej końcu. W tym miejscu warto

było przedstawić, które z omówionych metod, dlaczego i w jakim zakresie, Kandydatka

wykorzystała w swoich badaniach. Byłoby to tym bardziej pomocne, że opis materiałów i

metod umieszczono dopiero po podsumowaniu wyników i przedstawieniu wniosków.

Omówienie wyników rozpoczyna się nietypowo, bo od przedstawienia standaryzacji i

walidacji użytych metod badawczych. W rozprawie doktorskiej, której tytuł wskazuje, na to

że badana będzie biodostępność nie jest konieczne tak szczegółowe opisywanie

standaryzowania pomiarów i walidacji metod badawczych. Z tytułu rozprawy nie wynika, że

jej głównym celem było opracowanie nowej metody oznaczania genisteiny, jej pochodnych i

ich metabolitów w różnych układach in vitro oraz in vivo. Ten opis (47 stron) można było

skrótowo przedstawić w części metodycznej, wskazując na modyfikacje metod wprowadzone

przez Kandydatkę, dla potrzeb prowadzonych badań, z krótkim komentarzem o ich efektach.

Opis najbardziej interesujących w pracy wyników badań biodostępności i metabolizmu; in

vitro, w komórkach i in vivo w szczurzym modelu doświadczalnym zawarto wraz z ich

dyskusją na 27 stronach maszynopisu. Tę część Kandydatka ponownie rozpoczyna od

przedstawienia wyników testów nad doborem membran, jako podłoży, do hodowli

komórkowych, co jest zasadniczo elementem metodyki badań. Temat rozprawy nie wskazuje

bowiem na to, że jej celem było opracowanie nowych rozwiązań do testowania

chemioterapeutyków. Na podstawie wyników testów hodowli komórek Caco-2 na różnych

podłożach wytypowano jedną membranę poliwęglanową, która pomimo retencji na niej części

badanych analitów okazała się najbardziej odpowiednia do hodowli komórek, gdyż tworzyły

one na niej zwartą warstwę naśladując enterocyty.

Badania czasu retencji badanych preparatów w obecności mikroorganizmów

wyhodowanych z odchodów szczurów dostarczyły danych o tempie i zakresie ich
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metabolizmu. Są to cenne dane, gdyż dostarczają informacji o losach niewychwyconych i nie

podlegających metabolizmowi postaci leku. Ma to istotne znaczenie dla środowiskowego

bezpieczeństwa jego stosowania. Kandydatka przedstawiła również badania metabolizmu

badanych związków w wątrobie wykorzystując jak model badawczy opisane przez innych

unieśmiertelnione hepatocyty linii Fa2N-4. Część metodyczna przedstawiona w tym

podrozdziale powinna znaleźć się w materiałach i metodach, gdyż w umieszczenie jej w

opisie wyników czyni go niespójnym.

Wyniki tej części badań wskazują na to, że użyte w badaniach komórki Fa2N-4

metabolizują genisteinę i jej pochodne w sposób charakterystyczny dla komórek

wątrobowych. Charakter struktury tych związków decyduje o określonym przebiegu tego

metabolizmu. Genisteina i jej pochodne zawierające jedynie łącznik węglowy były

metabolizowane do większej liczby różnorodnych metabolitów niż genisteina i jej pochodne

zawierające w swej strukturze cukier. Dla tych ostatnich Kandydatka oznaczyła także

występowanie metabolitów będących efektem usunięcia grupyacetylowej z fragmentu

cukrowego.

Podsumowanie i wnioski magister Katarzyna Papaj zawarła na 6 stronach.

Podsumowanie zawiera krótką rekapitulację głównych podrozdziałów z rozdziału

"Omówienie wyników". W części dotyczącej adaptacji metody HPLC-ESI-MS/MS autorka

wskazuje na doświadczenie jakie zdobyła podczas testowania różnych materiałów i

odczynników dla potrzeb walidacji metod. Zastosowanie metody PAMPA pozwoliło magister

Katarżynie Papaj na podział badanych związków ze względu na ich przenikanie przez błonę

lipidową, bez i w obecności komórek Caco-2.

W omówieniu metabolizmu i biodostępności badanych związków Kandydatka

zwróciła uwagę na brak metabolitów w badanym osoczu, podczas gdy wykryła je w moczu.

Tę obserwację tłumaczy faktem, że być może sposób przygotowania próbek osocza, z którego

usunięto białka i w ten sposób usunięto również związan:e z nimi metabolity. Przeprowadzona

dyskusja jest dojrzała i wskazuje na krytyczne podejście magister Katarzyny Papaj do

wyników przeprowadzonych przez siebie badań.

Ostatnie dwa akapity podsumowują metabolizm badanych związków przez bakterie

kałowe oraz komórki o cechach hepatocytów. Badania metabolitów powstałych w obecności

bakterii kałowych pokazały, że posiadają one zdolność hydrolizy wiązania O-glikozydowego

występującego w strukturze tych związków. Badania metabolizmu wątrobowego ujawniły, że

badane związki ulegają biotransformacji, zarówno I, jaki II fazy. Kandydatka podkreśla
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różnicę w różnorodności otrzymanych metabolitów zależnie od tego czy w związku

wyjściowym występował jedynie łącznik węglowy, czy zawierały one cukier.

Podsumowanie kończy podrozdział "Najważniejsze wnioski", których jest 6. Wnioski

są prawidłowo sformułowane, w oparciu o wyniki otrzymane z przeprowadzonych badań.

Część piąta, "eksperymentalna" (61 stron) zawiera obszerne listy odczynników i

materiałów, a także wykaz aparatury wraz ze źródłami ich pochodzenia. W tej części

Kandydatka opisała także bardzo szczegółowo warunki hodowli i doświadczeń na komórkach

Caco-2 i Fa2N-4 oraz każdy etap postępowania z nimi, co zdaniem recenzenta nie jest

uzasadnione, gdyż procedury te są znane i były wcześniej opublikowane przez innych lub są

dostarczane przez dostawców wraz liniami komórkowymi.

Pozostałe metody oraz ich walidacja na potrzeby wykonanych badań są bardzo

skrupulatne, co czyni tę pracę wartościową dla kontynuacji badań w przyszłości lub przez

innych młodych adeptów nauki. Podsumowując, wybrane metody badawcze są adekwatne do

postawionych celów badawczych, a użyta aparatura, sprzęt, odczynniki i materiały gwarantują

rzetelność otrzymanych wyników.

Na wykonanie badań z wykorzystanie zwierząt zgodę wydała Komisja Etyczna do

Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w Katowicach.

Podsumowują dysertację pod względem edytorskim została ona przygotowana

starannie i przejrzyście, a Autorka popełniła jedynie bardzo nieliczne pomyłki redakcyjne.

Praca jest napisana poprawną polszczyzną, bez nadużywania określeń pochodzących z

żargonu laboratoryjnego lub zapożyczeń z języka angielskiego.

Spis piśmiennictwa zawiera cytaty 286 publikacji i tylko nieliczne są starsze niż 10

lat, a w znakomitej większości pochodzą one z ostatnich 5 lat. Cytowania dobrano właściwie i

recenzent nie wykrył braku cytowań w tekście, ani braku cytowanej pozycji piśmiennictwa w

spisie. Utrudnieniem jest jednak brak tytułów cytowanych prac, co wymaga od czytającego

odszukiwania prac w bazach literaturowych aby zweryfikować poprawność tych cytowań.

Praca jest zakończona suplement, który zawiera wykaz skrótów i akronimów

używanych w pracy, opis osiągnięć naukowych magister Katarzyny Papaj oraz wykresy, które

z jakichś powodów nie znalazły się w zasadniczej części opracowania. W maszynopisie nie

ma natomiast streszczeń, ani po polsku ani po angielsku, które pozwoliłyby ocenić

umiejętność treściwego przedstawiania tez, wyników interpretacji wyników

przeprowadzonych przez Kandydatkę badań.

Przedstawione w recenzji uwagi krytyczne nie wpływają na bardzo pozytywną ocenę

przedstawionej do oceny pracy magister Katarzyny Papaj, która spełnia wymagania ustawy o
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Tytule i stopniach naukowych, stawiane rozprawom doktorskim i dlatego mam zaszczyt i

przyjemność, wnioskować do Wysokiej Rady Wydziału Chemicznego, Politechniki Śląskiej,

o dopuszczenie pani magister Katarzyny Papaj do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Doceniając różnorodność dobrze zaplanowanych i wykonanych badań oraz ich nowatorskich

charakter wnioskuję o wyróżnienie dla Kandydatki.

Z wyrazami szacunku,
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