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Recenzja rozprawy doktorskiej
magister Katarzyny Papaj
na temat:
”Dostepnos¢ biologiczna i1 przemiany metaboliczne wybranych pochodnych genisteiny

wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworowg”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu, jakim jest
chemioterapia i prewencja nowotworéw. Mimo licznych badan zwigzkéw chemicznych,
zarowno ze zrédel naturalnych, jak i syntetyzowanych w oparciu o zwigzki chemiczne o
stwierdzonym dziataniu przeciwnowotworowym, skuteczno$¢ terapeutyczna tych preparatow
jest niezadowalajaca. Genisteina jest zwigzkiem o znanym mechanizmie dzialania na komorki
nowotworowe. Jednak rozlegle dziatania uboczne tego zwiagzku sklaniajg badaczy do
poszukiwania jej pochodnych o stabszych efektach niepozadanych, przy polepszeniu ich
wchianiania i przedtuzeniu dziatania w komorkach oraz organizmie jako catosci. Badania,
podjete przez doktorantke, pod kierunkiem wybitnych naukowcéw w swoich dziedzinach;
chemii prof. Wiestawa Szeji oraz biologii nowotworéw dr hab. Aleksandry Rusin, zastuguja z
pewnoscia na miano nowatorskich 1 jak najbardziej aktualnych.

Oceniana rozprawa doktorska jest wydrukiem komputerowym nad 229 stronach.
Sktada si¢ ona z typowych rozdzialéw, chociaz ich uktad odbiega od przyjetego zwyczajowo
uktadu tego typu opracowan. Spis tresci jest kompletnym wykazem zawartych w rozprawie
rozdzialéw i poprzedza zasadniczg jej cze$¢, ktdra rozpoczyna si¢ trzystronicowym opisem
celu pracy. Zazwyczaj opis celu pracy wieficzy wprowadzenie do niej. Szkoda réwniez, ze w
tym miejscu nie przedstawiono ogdlnej hipotezy badawczej oraz strategii prowadzacej do jej
weryfikacji.

Wprowadzenie jest bardzo szczegdlowe i obszerne (63 strony), co Swiadczy o

doskonatym rozeznaniu Kandydatki w §wiatowym piSmiennictwie z zakresu badan genisteiny



oraz problemoéw zwigzanych z jej stosowaniem w terapii nowotworow. Magister Katarzyna
Papaj szeroko omodwita znane modyfikacje badanego preparatu oraz jego pozytywne i
negatywne strony. Wykazata si¢ takze wiedzg z zakresu znanego wptywu genisteiny i jej
pochodnych na mechanizmy wewnatrzkomoérkowe, regulujace proliferacje poprzez
hamowanie cyklu komoérkowego na etapach replikacji, transkrypcji i kondensacji chromatyny.
Genistein wptywa takze na czynniki kontrolujace: cykl komorkowy, apoptozg oraz szlaki
sygnalizacyjne w komorce. Waznym aspektem przedstawionym przez Kandydatke jest
metabolizm tego leku 1 drogi usuwania jego metabolitéw z organizmu.

Wstep koncezy przystepnie opisany wybor strategii i metod badawczych dotychczas
wykorzystywanych w badaniach chemioterapeutykow zebranych w obszernej tabeli 2, ktora
moglaby by¢ zamieszczona jako suplement do rozprawy na jej koficu. W tym miejscu warto
byto przedstawic, ktore z omoéwionych metod, dlaczego i w jakim zakresie, Kandydatka
wykorzystata w swoich badaniach. Byloby to tym bardziej pomocne, Ze opis materialow 1
metod umieszczono dopiero po podsumowaniu wynikdéw i przedstawieniu wnioskow.

Omoéwienie wynikdw rozpoczyna si¢ nietypowo, bo od przedstawienia standaryzacji i
walidacji uzytych metod badawczych. W rozprawie doktorskiej, ktorej tytut wskazuje, na to
ze badana bedzie biodostgpnos¢ nie jest konieczne tak szczegdtowe opisywanie
standaryzowania pomiarow i walidacji metod badawczych. Z tytutu rozprawy nie wynika, ze
jej glownym celem byto opracowanie nowej metody oznaczania genisteiny, jej pochodnych 1
ich metabolitéw w réznych uktadach in vitro oraz in vivo. Ten opis (47 stron) mozna bylo
skrotowo przedstawi¢ w czgéci metodycznej, wskazujac na modyfikacje metod wprowadzone
przez Kandydatke, dla potrzeb prowadzonych badan, z krétkim komentarzem o ich efektach.
Opis najbardziej interesujgcych w pracy wynikow badaf biodostgpnosci i metabolizmu; in
vitro, w komorkach i in vivo w szczurzym modelu do§wiadczalnym zawarto wraz z ich
dyskusja na 27 stronach maszynopisu. Te czg$¢ Kandydatka ponownie rozpoczyna od
przedstawienia wynikoéw testow nad doborem membran, jako podtozy, do hodowli
komdrkowych, co jest zasadniczo elementem metodyki badan. Temat rozprawy nie wskazuje
bowiem na to, Ze jej celem byto opracowanie nowych rozwigzan do testowania
chemioterapeutykow. Na podstawie wynikow testoéw hodowli komoérek Caco-2 na réznych
podiozach wytypowano jedng membrang poliwgglanows, ktdéra pomimo retencji na niej czgsci
badanych analitow okazata si¢ najbardziej odpowiednia do hodowli komoérek, gdyz tworzyty
one na niej zwarta warstwe nasladujac enterocyty.

Badania czasu retencji badanych preparatdw w obecnos$ci mikroorganizmow

wyhodowanych z odchodéw szczuréw dostarczyty danych o tempie i zakresie ich



metabolizmu. Sg to cenne dane, gdyz dostarczaja informacji o losach niewychwyconych inie
podlegajacych metabolizmowi postaci leku. Ma to istotne znaczenie dla Srodowiskowego
bezpieczenstwa jego stosowania. Kandydatka przedstawita rowniez badania metabolizmu
badanych zwigzkéw w watrobie wykorzystujac jak model badawczy opisane przez innych
uniesmiertelnione hepatocyty linii Fa2N-4. Cze$¢ metodyczna przedstawiona w tym
podrozdziale powinna znalez¢ si¢ w materiatach i metodach, gdyz w umieszczenie jej w
opisie wynikOw czyni go niespdjnym.

Wiyniki tej czesci badan wskazuja na to, ze uzyte w badaniach komadrki Fa2N-4
metabolizujg genisteing i jej pochodne w sposob charakterystyczny dla komorek
watrobowych. Charakter struktury tych zwigzkéw decyduje o okreslonym przebiegu tego
metabolizmu. Genisteina i jej pochodne zawierajace jedynie tagcznik weglowy byty
metabolizowane do wigkszej liczby réznorodnych metabolitow niz genisteina i jej pochodne
zawierajace w swej strukturze cukier. Dla tych ostatnich Kandydatka oznaczyla takze
wystepowanie metabolitow bedacych efektem usunigcia grupy acetylowej z fragmentu
cukrowego.

Podsumowanie i wnioski magister Katarzyna Papaj zawarta na 6 stronach.
Podsumowanie zawiera krotka rekapitulacje gldéwnych podrozdziatéow z rozdzialu
,Omowienie wynikéw”. W czgéci dotyczacej adaptacji metody HPLC-ESI-MS/MS autorka
wskazuje na do§wiadczenie jakie zdobyta podczas testowania réznych materiatow i
odczynnikéw dla potrzeb walidacji metod. Zastosowanie metody PAMPA pozwolito magister
Katarzynie Papaj na podziat badanych zwigzkéw ze wzgledu na ich przenikanie przez blong
lipidowa, bez i w obecnosci komorek Caco-2.

W omoéwieniu metabolizmu i biodostepnosci badanych zwigzkow Kandydatka
zwrdcita uwage na brak metabolitéw w badanym osoczu, podczas gdy wykryla je w moczu.
Te obserwacje thumaczy faktem, ze by¢ moze sposob przygotowania probek osocza, z ktérego
usunieto biatka i w ten sposob usunieto rowniez zwigzane z nimi metabolity. Przeprowadzona
dyskusja jest dojrzala i wskazuje na krytyczne podejscie magister Katarzyny Papaj do
wynikow przeprowadzonych przez siebie badan.

Ostatnie dwa akapity podsumowuja metabolizm badanych zwiazkow przez bakterie
katowe oraz komorki o cechach hepatocytow. Badania metabolitoéw powstatych w obecnosci
bakterii katowych pokazaty, ze posiadaja one zdolnos$¢ hydrolizy wigzania O-glikozydowego
wystepujacego w strukturze tych zwigzkéw. Badania metabolizmu watrobowego ujawnity, ze

badane zwigzki ulegajg biotransformacji, zaréwno I, jaki II fazy. Kandydatka podkresla



réznicg w réznorodnosci otrzymanych metabolitow zaleznie od tego czy w zwigzku
wyjsciowym wystepowat jedynie tacznik weglowy, czy zawieraly one cukier.

Podsumowanie konczy podrozdziat ,,Najwazniejsze wnioski”, ktorych jest 6. Wnioski
sg prawidtowo sformutowane, w oparciu o wyniki otrzymane z przeprowadzonych badan.

Cze$¢ piata, ,,eksperymentalna” (61 stron) zawiera obszerne listy odczynnikow 1
materiatow, a takze wykaz aparatury wraz ze zrodtami ich pochodzenia. W tej czgsci
Kandydatka opisata takze bardzo szczegétowo warunki hodowli i do§wiadczen na komdrkach
Caco-2 1 Fa2N-4 oraz kazdy etap postepowania z nimi, co zdaniem recenzenta nie jest
uzasadnione, gdyz procedury te sg znane i byty wcze$niej opublikowane przez innych lub sa
dostarczane przez dostawcoéw wraz liniami komorkowymi.

Pozostale metody oraz ich walidacja na potrzeby wykonanych badan s bardzo
skrupulatne, co czyni t¢ pracg wartoSciowa dla kontynuacji badan w przysziosci lub przez
innych mlodych adeptéw nauki. Podsumowujac, wybrane metody badawcze sg adekwatne do
postawionych celow badawczych, a uzyta aparatura, sprzet, odczynniki i materiaty gwarantuja
rzetelno$¢ otrzymanych wynikow.

Na wykonanie badan z wykorzystanie zwierzat zgod¢ wydata Komisja Etyczna do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Katowicach.

Podsumowujg dysertacje pod wzgledem edytorskim zostala ona przygotowana
starannie i przejrzyscie, a Autorka popehita jedynie bardzo nieliczne pomytki redakcyjne.
Praca jest napisana poprawng polszczyzna, bez naduzywania okreslen pochodzacych z
zargonu laboratoryjnego lub zapozyczen z jezyka angielskiego.

Spis piSmiennictwa zawiera cytaty 286 publikacji i tylko nieliczne sg starsze niz 10
lat, a w znakomitej wigkszo$ci pochodzg one z ostatnich 5 lat. Cytowania dobrano wlasciwie 1
recenzent nie wykryt braku cytowan w tekscie, ani braku cytowanej pozycji piSmiennictwa w
spisie. Utrudnieniem jest jednak brak tytuléw cytowanych prac, co wymaga od czytajacego
odszukiwania prac w bazach literaturowych aby zweryfikowa¢ poprawno$¢ tych cytowan.

Praca jest zakonczona suplement, ktéry zawiera wykaz skrotow i1 akronimow
uzywanych w pracy, opis osiagnie¢ naukowych magister Katarzyny Papaj oraz wykresy, ktore
z jakich$ powoddw nie znalazty si¢ w zasadniczej czg$ci opracowania. W maszynopisie nie
ma natomiast streszczen, ani po polsku ani po angielsku, ktére pozwolityby ocenié
umiejetno$¢  tresciwego  przedstawiania tez, wynikdw i interpretacji wynikoéw
przeprowadzonych przez Kandydatke badan.

Przedstawione w recenzji uwagi krytyczne nie wptywajg na bardzo pozytywna ocene

przedstawionej do oceny pracy magister Katarzyny Papaj, ktora spetnia wymagania ustawy o



Tytule i stopniach naukowych, stawiane rozprawom doktorskim i dlatego mam zaszczyt 1
przyjemnosé, wnioskowaé do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego, Politechniki Slaskie;j,
o dopuszczenie pani magister Katarzyny Papaj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Doceniajac réznorodnos¢ dobrze zaplanowanych i wykonanych badan oraz ich nowatorskich
charakter wnioskuje o wyrdznienie dla Kandydatki.

7 wyrazami szacunku,

prof. dr hab-n—red. Aleksander L. Sieror



