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Ocena wyboru tematyki badawezes

Obecnie wiele uwagi poswigca si¢ poszukiwaniu zaréwno nowych lekow, jak
1 systemow ich dostarczania. Powinny one charakteryzowaé si¢ wyzsza aktywnoscia
przekladajaca si¢ na skuteczne dzialanie przy zastosowaniu nizszych stezenn oraz
podwyzszona biodostepnoscia. Zaprojektowane w ten sposob potencjalne leki lub nosniki
lekéw powinny wykazywac latwosé przenikania przez blon¢ komérkowa, przez co moga
ulatwic transport substanciji aktywnej do wnetrza komorki. Ma to ogromne znaczenie
zwlaszcza w  zakresie poprawy skutecznosci leczenia antynowotworowego przy
zastosowaniu tzw. terapii celowej (spersonalizowanej). Wymagania, jakie stawia si¢ nowym
lekom w poczatkowej fazie badan to nie tylko stabilno$¢ struktury, ale takze np. zdolno§é
do hamowania proliferacji komérek nowotworowych.

Rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Papaj, wykonana pod kierunkiem Pana
Profesora Wiestawa Szeji oraz Pani dr hab. Aleksandry Rusin, wychodzi naprzeciw tym
oczekiwaniom. Praca eksperymentalna ukierunkowana jest na poszukiwanie syntetycznych
zwigzkoéw - pochodnych genisteiny chrakteryzujacych si¢ wyzsza zdolnoscia hamowania
proliferacji komoérek nowotworowych w warunkach iz vitro 1 in vive. Bardzo waznym
etapem pracy bylo wykorzystanie uzyskanych wynikéw badan do okreslenia mechanizmu
dzialania tych zwiazkéw na poziomie molekularnym. Niewatpliwe jest to praca
o charakterze interdyscyplinarnym z pogranicza chemii organicznej (uzyskanie
pochodnych syntetycznych genisteiny), chemii analitycznej (opracowywanie metodyk
analitycznych izolowania i oznaczania wybranych analitow) oraz biologii molekularnej
(okreslenie metabolizmu i biodostgpnosci genisteiny oraz jej syntetycznych pochodnych
na poziomie komoérkowym). Uzna¢ nalezy, ze dla mlodego naukowca stanowi to
ogromne wyzwanie, gdyz musi on spelni¢ wymagania nie tylko w obszarze dziedziny,
w ktérej ma uzyska¢ stopienn naukowy, ale takze posia$¢ wiedz¢ w dziedzinach
pokrewnych, niezbednych z punktu widzenia realizowanej tematyki badawcze;.
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Ocena merytoryczna rogprawy

Opiniowana rozprawa doktorska liczy 229 stron, na ktora skladaja sie kolejno cel
pracy, cze$¢ literaturowa, omowienie wynikow, podsumowanie i wnioski, cze§¢
cksperymentalna, bibliografia oraz suplement. Taki uklad pracy jest do$¢ duzym
zaskoczeniem zwlaszcza dla prac z pogranicza chemii analitycznej. Prace teoretyczna
rozpoczyna cel pracy. Nie do konca jestem przekonana, co do poprawnosci jego
sformulowania. Jest to raczej wprowadzenia polaczone z celem pracy oraz
podsumowaniem. Taki uklad nie daje przejrzystosci tresci. Cze$¢ teoretyczna
Doktorantka poswigcita wyjasnieniu zagadnien niezbednych dla przeprowadzenia
logicznego toku postgpowania podczas omawiania i interpretacji wynikéw. Ten dziat
sktada si¢ z jednego gléwnego rozdzialu (62 strony) podzielonego na siedem
podrozdziatéw. Pani mgr inz. Katarzyna Papaj omowila bardzo szczegbéltowo budowe
genisteiny (rozdzial 2.1) i jej wlasciwosci (rozdziat 2.2), ktore zostaly ukierunkowane na
potencjalne dzialanie lecznicze (dzialanie przeciwnowotworowe). Kolejny rozdzial (2.3)
ujmuje dotychczasowe osiagnigcia zwigzane z modyfikacjq czasteczki tego flawonu. To
uporzadkowanie  wiedzy bylo niezbedne i bardzo przydatne w realizacji czedci
cksperymentalnej zwiazanej z modyfikacja genisteiny w celu uzyskania zwiazkow
o ulepszonych wlasciwosciach farmakologicznych (dziatajacych silniej 1 selektywnej
wobec wybranego celu). Oméwione zostaly przemiany genisteiny w organizmie majace
wplyw na biodostepnos$¢ oraz absorpcje zwlaszcza z przewodu pokarmowego. Poznanie
1 zrozumienie procesow metabolicznych tego zwiazku zachodzacych w erytrocytach
1 watrobie, to cenna informacja, ze transport metabolitow do tkanek odbywa si¢ w formie
koniugatow. W kolejnych podrozdziatach (2.5; 2.6; 2,7) Doktorantka, w oparciu
o aktualne doniesienia literaturowe, dokonata zestawienia metod stosowanych do oceny
biodostepnosci (testy PAMPA oraz wykorzystanie linii komoérkowej Caco-2) oraz
przemian metabolicznych  wybranych  ksenobiotykéw  (chromatografia  cieczowa
polaczona ze spektrometria mas). W tym miejscu poruszona zostala problematyka
zwigzana z izolowaniem wybranych do badan zwiazkéw podajac przyklady gléwnie
zwigzane z mozliwoscia zastosowania réznych sorbentéw w ekstrakeji do faz stalej (SPE).
Te studia literaturowe poszerzyly wiedz¢ Doktorantki w zakresie izolowania badanych
analitéw z wykorzystaniem tego typu ekstrakcji do przygotowania cieklych probek
biologicznych. W praktyce umozliwilo to opracowanie metodyki wyodrebniania
genisteiny i jej pochodnych z matryc biologicznych.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z cala pracg nalezy stwierdzi¢, ze cze$c¢ literaturowa
zawiera niezbedne informacje poparte aktualnymi osiggni¢ciami innych badaczy, ktore
byly niezbedne podczas interpretacji wynikow 1 formutowania wnioskéw koncowych.

Przystepujac do realizacji wybranej tematyki Pani mgr inz. Katarzyna Papaj
postawila hipotez¢ badawcza, ze zwiazki wykazujace podobiefstwo strukturalne do
genisteiny beda wykazywaly wyzsza zdolno$¢ do hamowania proliferacji komoérek
nowotworowych przy nizszych stezeniach. Weryfikacja tej hipotezy wymagala
zrealizowania poszczegélnych celéw pracy, ktére obejmowaly: 1) przeprowadzenie
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wyboru syntetycznych pochodnych genisteiny o wyzszej zdolnosci hamowania proliferacji
komérek nowotworowych niz genisteina, 2) oceng biodostgpnosci wybranych zwigzkéw
w badaniach 7z witro 1 in wive, 3) okreslenie mechanizmu dzialania na poziomie
molekularnym. Tak sprecyzowane cele wymagaly opracowania odrebnych procedur
analitycznych do ilosciowej analizy badanych zwiazkow izolowanych z osocza, moczu,
pozywek pohodowlanych oraz drobnoustrojow 2z kalu zwierz¢cego (szczurow).
Réznorodnosé i ztozonos¢ tych matryc niewatpliwe stanowita wyzwanie dla Doktorantki,
a opracowanie optymalnych parametréw ekstrakcyjnych wymagato nie tylko wiedzy, ale
radzenia sobie z pojawiajacymi si¢ problemami. Musz¢ przyznaé, ze Pani mgr inz.
Katarzyna Papaj wykazala si¢ profesjonalizmem, gdyz podczas pojawiania si¢
nieprzewidzianych sytuacji radzila sobie bardzo dobrze starajac znalez¢é wlasciwa
odpowiedz i rozwiazania napotykanych probleméw.

Zastosowane metody 1 techniki analityczne pozwolily na przeprowadzenie
poglebionych badan ilosciowych. Podejécie takie umozliwito szczegétowa charakterystyke
badanych zjawisk 1 ich interpretacjc. Uzyskane podczas przeprowadzonych
eksperymentéw wyniki poddane zostaly Stwierdzam, Ze wiedza teoretyczna Autorki oraz
wybrane przez Nig metody badawcze umozliwily realizacje poszczegdlnych zadan

1 rozwiazanie postawionego problemu.

Uwagi szezegdtowe

Uwazna lektura recenzowanej dysertacji nasungta mi pewne spostrzezenia, ktére
pragne poleci¢ uwadze Autorki:

o str. 94 — Termin ,prgygotowanie probks” wiaze si¢ raczej z metodami izolowania analitéw
poprzez np. ekstrakcje, a nie z czynnoscig oczyszczania ekstraktéw z wykorzystaniem
filtrow membranowych nylonowych czy teflonowych. Material, z ktérego wykonana
jest membrana powinien by¢ obojetny dla filtrowanej prébki.

e Str. 72 - Nie mogge si¢ zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze: ,,w celu wigkszenia wspotegynnika
retengii i poprawienia ks3taltu pikow skladniki fagy ruchome) Zakwasza si¢ stosujqe dodateke kwasn
mrdwkowego lub  octowego”. W przypadku zastosowania spektrometrii mas dodatek
kwasow jest gléwnie stosowany do podwyzszenia sprawnosci jonizacji, czyli
zwigckszenia intensywnosci sygnatu. Inaczej jest w przypadku, gdy wykorzystywana jest
chromatografia cieczowa z detektorem spektrofotometrycznym czy fluorymetrycznym.
Najlepszym przykladem niekonsekwencji Autorki jest zamieszczone na stronie
nastepnej (str. 73) zaprzeczenie powyzszego stwierdzenia: ,gorszq symetrig  pikow
obserwowano rowniez po dodanin kwasu octowego do fazy ruchome”.

e Str. 74 — Prosze o wyjasnienie, dlaczego w rozdziale Omidwienie wynikdw pojawia si¢ opis
warunkow analizy chromatograficznej. Informacje te powinny znalez¢ siec w Czesw
eksperymentalneg (Rozdzial 5).

e Str. 76 — Co oznacza podpis pod rysunkiem 19: , skokowe gmiany energii 3derzeri genisteiny”.
Ktérego z rysunkéw to dotyczy: gornego czy dolnego?

e Str. 79 — Co oznaczaja opisy ,,Grupa I-1°T” w tabeli 4.
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Str. 80 - Pod tabela 5 umieszczono sktad fazy ruchomej, jednak nie do konica wiadomo
co jest skladnikiem 4, a co sktadnikiem B.

Str. 82 — Na jakiej podstawie Autorka twierdzi, ze ,,miezidentyfikowane piki pochodza od
skiadnikdw buforu’? Czy okreslono selektywnos¢ i specyficznos¢ zastosowanej metody
analitycznej?

Str. 83 - W tabeli 6 brakuje parametréw statystycznych dla 2 1 & wyznaczonych
zaleznosci liniowych. Czy sa one akceptowalne?

Str. 87 — Stwierdzenie ,,0pracowana metoda nie stugyta do okreslenia doktadnego stegenia danego
wiqzkn w  probee, a jedynie do okreslenia  stosunku  awartosci  wiqgkn w  probee  po
preprowadonym eksperymencie biologicznym do ilosei zwiqzkn w rotworze wykorgystywanym do
badan” jest dla mnie do konca zrozumiate. Jak mozna wyznaczaé np. efekt matrycowy
nie analizujac tego iloSciowo? Przeciez w drugiej czeSci zdania pojawia si¢ ,,ios¢
gwiqzkn”. Jak weryfikowano poprawnos$¢ uzyskiwanych sygnatéwe

Str. 90 — Prosze¢ o wyjasnienie, dlaczego przy wyznaczaniu parametrow metody
analitycznej postugiwano si¢ jednostkami ng/ml a przy okreslaniu stabilno$ci
stezeniami wyrazonymi w M.

Wyjasnienia wymagaja ujemne warto$ci bledu wzglednego zamieszczone w tabeli 7 (str.
85), tabela 8 (str. 88), tabela 9 (str. 90) oraz wzér 5 (str. 167) do obliczenia tych
wartoscl.

Str. 92 — Podany numer rozdzialu 5.8.3 jest nieprawidtowy. Powinien by¢ przytoczony
rozdzial 5.9.1. Czym kierowala si¢ Doktorantka dokonujac wyboru filtrow
membranowych stosowanych do filtracji probek? Czy warto$¢ utracona nie wynikala
z objetosdci martwej tych filtrow?

Str. 96, Tabela 12 — Dlaczego wartosci odzysku sa wyzsze dla jednokrotnej elucji
i wynosza 89,2 %, a dla tego samego skladu mieszaniny (45/45/10 % v/v/v
acetonitryl/aceton/0,1 % kwas mrowkowy) zastosowanej dwukrotnie uzyskano
87,6 %? Identyczna sytuacja powtarza si¢ dla sktadu 40/40/20 % v/v/v
acetonitryl/aceton/0,1 % kwas mréwkowy.

Str. 97, Tabela 14 — Na jakiej podstawie dokonano wyboru st¢zet do badana odzysku
wybranych zwiazkoéw z probek osocza i moczu stosujac jako metode przygotowania
probki ekstrakcje do fazy stalej? W tabeli 16 s3 to jeszcze wyzsze wartosci stezen
(brakuje litery ,,I” przy ml). Czy niskie wartosci odzysku nie moga by¢ wynikiem zbyt
malej ilosci zastosowanego sorbentu?

Str. 101 — ,,Wispotegynnik retengi masy” — to nie do konca wyjasniony parametr, tym
bardziej, ze oznaczenie R wyrazone w procentach Doktorantka stosuje do wyrazania
odzysku.

Str. 102 — Co Autorka miata na mysli uzywajac wyrazow ,warunki sink’. Czy podczas
przeprowadzanych testéw PAMPA czasteczki przechodzace przez membrang sa
szybko usuwane, dzigki czemu caly czas utrzymuje si¢ wysoki gradient stezen (tzw. sink
state). Czy moze byl to model DSPAMPA (ang. double sink PAMPA) zapewniajacy
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lepsze odzwierciedlenie warunkéw fizjologicznych, w ktérym blona zbudowana jest z
20% mieszaniny fosfolipidow?

e Str. 104 — Zbyt pobieznie przeprowadzono interpretacj¢ wynikow zamieszczonych na
wykresach 21 3.

W pracy mozna odnalez¢é wiele przykladéw uzywania spolszczonych wyrazéw
anglojezycznych nie do konca znajdujacych odzwierciedlenie w obowigzujacej
nomenklaturze analitycznej, np.: koncentraga (str. 8), zamodelowano (str. 9), kosolwentiw
(str. 33), masa molekularna (str. 100) oraz rogzdzial chromatograficzny (str. 72), skagenie optyki
Jonowey (str.78), wragliwosci (w odniesieniu do metody, str. 78), metoda MRM (stt. 77), izolaga
(str. 43, 95, 173), end-capping str. 162), objetosé wstrgykiwana, wstryyknieto (str. 172), inserty
(str. 185), itp.

Ocena koricowa

Na podstawie przeprowadzonej powyzej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Katarzyny Papaj jest dowodem doskonalej znajomosci podjetej
problematyki badawczej oraz stanowi samodzielne i oryginalne rozwigzanie przez
Doktorantke problemu badawczego. Autorka wykazala si¢ szerokq wiedza 1 umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia badan na pograniczu chemii oraz biologii. Przedstawiona
w pracy tematyka badawcza jest nowatorska, interesujaca i aktualna, a wykorzystane
metody badawcze zostaly dobrane w sposéb wlasciwy, co umozliwito skuteczng realizacje
wytyczonych celéw. Obszerna dyskusja napisana jest w sposob przekonujacy, wymaga
jednak od czytelnika ogromu uwagi biorac pod uwage znaczng ilo$¢ réznorodnych
wynikéw 1 obserwacji. Poprawne konstruowanie wnioskéw $§wiadczy o dobrym
opanowaniu przez Doktorantke warsztatu badawczego. Pragne podkresli¢, Zze wywigzanie
si¢ z postawionych celéw i ich zrealizowanie wymagato od Autorki poszerzonej wiedzy
z zakresu okreslenia biodostepnosci 1 metabolizmu w warunkach % vitro 1 in vivo genisteiny
1jej syntetycznych pochodnych.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska
spelnia wymagania sformulowanie w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), dlatego tez wnosz¢ do Rady Wydzialu
Chemicznego Politechniki Slaskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Papaj do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

R.(%wm:@ - Mop dud




