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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Drogosz-Stachowicz pt.:
»Badanie wtasciwosci przeciwnowotworowych
i molekularnych mechanizméw dziatania pochodnych
zawierajacych szkielet piranonu, chinolinonu
i chinolinodionu”

Niniejszg recenzje sporzadzitam na prosbe Prodziekana ds. Nauki Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w todzi, Pani prof. dr hab. n. med. Agnieszki Piastowskiej-Ciesielskiej w zwigzku z
powotaniem mnie przez Rade Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi na recenzenta
rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Drogosz-Stachowicz. Zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w
przedstawionej rozprawie doktorskiej ocenitam oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz
0goblng teoretyczng wiedze Doktorantki w dziedzinie Nauk Medycznych, a takze umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej pod opiekg promotora.

Ocena formalna

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med. Anny Janeckiej w
Zaktadzie Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi i jest wynikiem wspodtpracy z
prof. dr hab. Tomaszem Janeckim z Instytutu Chemii Organicznej Politechniki tédzkiej. Prof. Janecki
udostepnit 46 zwigzkdw organicznych zsyntezowanych w Jego zespole, ktére to zwigzki stanowity
obiekty badan biologicznych przedstawionych w rozprawie, w szczegdlnosci do badan wtasciwosci
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przeciwnowotworowych oraz do badan molekularnych mechanizméw dziatania tych zwigzkéw w
modelowych komérkach i w systemie in vivo.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 141 stron maszynopisu, w tym 58 rysunkéw
(poprawniej bytoby rycin) i 8 tabel. Rozprawa zbudowana jest w sposdb klasyczny, charakterystyczny
dla rozpraw doktorskich i obejmuje Spis tresci, Wykaz stosowanych skrétéw, Streszczenie w jezyku
polskim oraz Streszczenie w jezyku angielskim, Czes¢ teoretyczng przedstawiajgcg aktualny stan
wiedzy zwigzanej z tematyky rozprawy (25 stron), opis Zatozen i celu pracy, Cze$¢ doswiadczalng
(Materiaty i metody 11 stron), Wyniki badan wtasnych (47 stron), Dyskusje otrzymanych wynikéw (15
stron), oraz Whnioski koricowe. Uzupetnieniem tresci rozprawy jest spis dorobku publikacyjnego
Doktorantki liczacy 14 prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR i jednej pracy wystanej do
recenzji, oraz Bibliografia liczgca 237 pozycji. Zaréwno struktura rozprawy jak i zawartosc
merytoryczna poszczegélnych czesci sg poprawnie opisane, a dobrze przygotowany Spis tresci
utatwia lekture pracy.

Ocena merytoryczna

Cze$¢ teoretyczna zostata podzielona na 5 podrozdziatéw, w ktdorych Doktorantka szczegétowo
scharakteryzowata obecny stan wiedzy na temat czestosci wystepowania w skali globalnej i przyczyn
powstawania rdoznych nowotwordéw, przy czym te ostatnie podzielita na czynniki wewnetrzne,
zewnetrzne i dziedziczne. Podkredlita znaczenie czynnikdw wewnetrznych takich jak mutacje
genetyczne, zmiany epigenetyczne, zmieniona ekspresja gendw, czy rola nowotworowych komérek
macierzystych. Do czynnikdéw zewnetrznych zaliczyta wirusy, bakterie, zakazenia pasozytnicze, srodki
chemiczne oraz promieniowanie radioaktywne i elektromagnetyczne. Wsrdéd —czynnikow
dziedzicznych najwazniejsze to zmutowane geny supresorowe. Ciekawym podrozdziatem z punktu
widzenia popularyzatorskiego jest opis historii rozwoju terapii przeciwnowotworowych, w tym
odkrycie chemioterapeutycznego dziatania gazow musztardowych i konsekwencji tego odkrycia w
rozwoju takich lekéw jak cyklofosfamid czy ifosfamid. Nawiasem mowiac, synteza czystych
enancjomerow tych fosforoorganicznych lekéw zostata oryginalnie opracowana w zespole Pana
profesora Wojciecha Steca, znanego polskiego chemika pracujagcego w CBMiM PAN w todzi i
zajmujgcego sie stereochemia organicznych zwigzkéw fosforu. Doktorantka opisata tez szczegétowo
odkrycie, mechanizm dziatania i rozwdj lekdow na bazie antagonistow kwasu foliowego,
antymetabolitdw, antybiotykdw przeciwnowotworowych i zwigzkéw pochodzenia roslinnego, takich
jak taksol, winblastyna czy kamptotecyna, wykazujacych silne dziatanie przeciwnowotworowe i
rozwinietych do obecnie stosowanych chemioterapeutykéw. Niemate znaczenie majg tez leki odkryte
przypadkowo, takie jak np. cis-platyna czy mitoksantron. Z cata pewnoscig ten fragment Czesci
teoretycznej mogtby stanowi¢, po pewnych poprawkach i uzupetnieniach, tekst artykutu
popularno-naukowego, do przygotowania ktérego zachecam Doktorantke. Ostatni podrozdziat tej
czesci zostat poswiecony omoéwieniu wtasciwosci biologicznych zwigzkéw zawierajacych struktury
wiodgce wystepujgce w pochodnych bedgcych przedmiotem rozprawy. Podsumowujgc, opracowana
tresc Czesci teoretycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej Swiadczy o wtasciwym zaznajomieniu
sie Doktorantki z uprawiang tematyka i dobrze wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy
dotyczacej lekéw przeciwnowotworowych.

Z obowiazku recenzenta chciatabym zwréci¢ uwage Doktorantki na kilka istotnych btedow
merytorycznych i stylistycznych zawartych w teksécie. Np. nieprawidtowo uzyte sformutowania:



,dotgczenie grupy metylowej w pozycji 5’-cytozyny” a powinno by¢ ,podstawienie grupy
metylowej w pozycji 5 cytozyny”, i dalej, ,czasteczek metylowych” zamiast ,,grup metylowych”.
Nawiasem moéwigc, w epigenetyce DNA wystepuja tez modyfikacje cytozyny w pozycji 5 pierscienia
nukleozasady powstate na skutek utlenienia grupy CHs, a mianowicie 5-hydroksymetylo-cytozyna
(HO-CH>-), 5-karbonylo-cytozyna (CH(O)-) i 5-karboksy-cytozyna (HOC(0O)-), o ktérych piszac artykut
przeglagdowy mozina by réwniez wspomnieé. Zamiast uzywac¢ sformutowania ,w okresie czasu”
wystarczy uzyc¢ ,,w okresie” lub ,w czasie” czy tez zamiast ,w wypadku” lepiej uzy¢ ,,w przypadku”.
Pragne tez zwrdci¢ uwage na powszechnie wystepujacy w tekstach naukowych btad, a mianowicie
uzycie sformutowania: ,,hamowanie mRNA”, ,hamowanie biatka”, ,hamowanie enzymu”, ktére
czesto wystepuje w tekscie tej rozprawy. Poprawnie powinno sie uzywaé sformutowania
,hamowanie czytania/przepisywania/translacji mRNA”, ,hamowanie aktywnosci enzymu”, itd. |
dalej, poprawnie nazwa enzymu brzmi ,syntaza tymidylanowa” a nie ,synteza” czy ,syntetaza
tymidylanowa”. Przy okazji pytanie do Doktorantki, czym réinia sie od siebie enzymy nazwane jako
syntaza i syntetaza. | jeszcze uwaga odnosnie uzywania symboli zwigzkéw tymidyny, nukleozydu
DNA, ktory z definicji jest nukleozydem zawierajgcym reszte 2’-deoksyrybozy. Niepoprawne jest
wiec uzywanie skrétow typu dTTP czy dTMP, wystarczy TTP czy TMP. Niezrecznie uzyto zwrotu
»(nadmiar substratéw) przyttacza enzym”, moze lepiej bytoby uzy¢ sformutowania ,hadmiar
substratéow wysyca enzym”? Nazwa zwigzku na Rys. 13 jest nieprawidtowa, prawidiowo jest to
»tetrahydropiran-4-on”.

Celem ocenianej rozprawy byto ,zbadanie wtasciwosci przeciwnowotworowych wybranych
analogéw, a w szczegdlnosci poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za indukcje apoptozy w
komdrkach nowotworowych”. Cel pracy zostat podzielony na cztery cele szczegétowe, w tym:

1. Okreslenie poziomu cytotoksycznosci zwigzkdw w stosunku do linii komérek nowotworowych
(zawiesinowych HL-60 oraz adherentnych MCF-7) i w wybranych przypadkach do komérek
prawidtowych (HUVEC i MCF-10A).

2. Z kazdej z trzech badanych grup pochodnych wyselekcjonowanie zwigzkéw o najwiekszej
cytotoksycznosci lub selektywnosci.

3. Zbadanie wptywu wybranych zwigzkéw na morfologie i proliferacje komdrek, okreslenie szlakéow
apoptotycznych, cykl komdrkowy i indukcje uszkodzern DNA, okreslenie poziomu reaktywnych form
tlenu oraz potencjatu btony mitochondrialnej, a takze zbadanie aktywacji wybranych Sciezek
sygnatowych.

4. Okreslenie maksymalnej tolerowanej dawki jednego z najbardziej cytotoksycznych lub
selektywnych zwigzkéw oraz jego wptywu na rozwdj nowotworu u myszy.

Realizacje poszczegélnych celéw szczegétowych pracy doktorskiej Doktorantka opisata bardzo
doktadnie i przejrzyscie w rozdziale Wyniki.

W serii | wywodzacej sie ze struktury 3-metylidenochinolin-5-onéw zbadata 13 zwigzkéw
zawierajgcych zréznicowany podstawnik R w pozycji 2 pierscienia chinolinonu. Zwigzki te zostaty
uzyte w formie mieszanin racemicznych rdznigcych sie konfiguracjg absolutng na stereogenicznym
atomie wegla C2. Podstawnikami R byty grupy alkilowe lub arylowe. W serii Il badaniom poddano 15
pochodnych metylidenotetrahydropiran-4-onéw zawierajgcych dwa podstawniki R1 i R2, bedace
grupami alkilowymi lub arylowymi. W ostatniej zbadanej serii ewaluowano wiasciwosci 18
regioizomerycznych zwigzkéw o strukturze syn- i anti-3-deoksyfosforylofurochinolino-4,9-diondw.



Zwigzki te byty analogami uprzednio scharakteryzowanych w zespole prof. Janeckiej pochodnych, w
ktérych w szkielet naftofurano-4,9-dionu wprowadzono atom azotu, w nadziei otrzymania zwigzkdéw
0 wyzszym potencjale przeciwnowotworowym. Struktury poszczegélnych grup zwigzkéw
przedstawiono odpowiednio w Tabelach 4, 6 i 7. Zgodnie z ogdlnie przyjetym schematem
postepowania w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwnowotworowych w pierwszym etapie
Doktorantka przeprowadzita rutynowe badania cytotoksycznosci na dwdch liniach komodrek
nowotworowych —ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej HL60 i linii hormonozaleznego raka piersi
MCF-7 oraz, dla porédwnania, w komoérkach prawidtowych HUVEC, tj. ludzkich pierwotnych
komérkach srédbtonka zyty pepowinowej (a nie liniach komérkowych jak to opisano w czesci
Materiaty, str. 43 i dalej w tekscie), oraz w linii prawidtowych komodrek srédbtonka gruczotu
piersiowego MCF-10A. Aktywnos¢ mitochondrialna enzymdéw komérkowych zdolnych do redukcji soli
tetrazoliowej do nierozpuszczalnego formazanu zostata wyznaczona w tescie spektrofotometrycznym
MTT, po 24- lub 48-godzinnej inkubacji komdrek z kazdym ze zwigzkdw. Zwigzkiem referencyjnym
byta tutaj karboplatyna, znany i stosowany lek cytostatyczny. Doktorantka wyznaczyta wartosci ICso
dla wiekszosci zwigzkow (tj. stezenia zwigzku, przy ktdrym aktywnos$¢ metaboliczna komérek spada
do 50% w stosunku do kontroli, tj. komorek nietraktowanych zwigzkami). Ponadto dla zwigzkow serii
I'i Il obliczyta takze warto$¢ parametru selektywnosci tj. stosunku 1Csg komodrek prawidtowych do ICso
komérek rakowych. W ten sposdb z kazdej serii zwigzkdw wyselekcjonowata kandydatéw do
dalszych, bardziej zaawansowanych badan komdrkowych.

Zwigzki z serii | okazaty sie znacznie bardziej cytotoksyczne w stosunku do komodrek biataczkowych
HL-60 niz komérek MCF-7 wyprowadzonych z raka sutka. Wykorzystujac tutaj metodyke endogennej
syntezy DNA w obecnosci analogu tymidyny, jakim jest 5-bromo-2’-deoksyurydyna, oraz analizy cyklu
komérkowego fluorescencyjnie wyznakowanych komérek, wykazata, ze zwigzek nr. 2 z serii
chinolinondéw, zawierajgcy na stereogenicznym atomie wegla podstawnik etylowy, silnie i w sposéb
stezeniowo-zalezny wptywat na obnizenie proliferacji komérek HL-60, powodujgc indukcje
fragmentacji DNA i zatrzymanie komdrek w fazie sub-G0/G1 cyklu komdrkowego. Smieré komérek
nastepowata na drodze apoptozy, co jest korzystne dla potencjalnego leku, a co zostato ewidentnie
wykazane w kilku testach komérkowych takich jak zmiana cech morfologicznych, translokacja
fosfatydyloseryny i zmiana populacji komdrek we wczesnej (zmniejszanie) i pdznej fazie apoptozy
(wzrost), oraz testy potwierdzajgce fragmentacje DNA. Okazato sie, ze zwigzek 2 wywotuje Smierc
komorki na szlaku receptorowym w nizszym stezeniu (0,5 uM), a przy wyzszym stezeniu (1,0 pM)
aktywowany jest rowniez szlak mitochondrialny. W badaniach tych Doktorantka wykazata sie
umiejetnoscig oznaczenia poziomu ekspresji gendw badanych kaspaz 3, 8 i 9, za pomocg odwrotnej
transkrypcji badanego mRNA i reakcji taricuchowej polimerazy cDNA w czasie rzeczywistym (RT-qPCR)
oraz analizy indukcji wczesnej apoptozy w komérkach traktowanych zwigzkiem 2 i inhibitorami
poszczegdlnych kaspaz. Doktorantka odkryta takze, ze zwigzek 2 prowadzi do depolaryzacji
zewnetrznej btony komdérkowej mitochondrium, ale obserwowane zmiany nie byty spowodowane
podwyzszonym poziomem reaktywnych form tlenu, a raczej wynikaty ze wzrostu stezenia receptora
btonowego Fas, odpowiedzialnego za indukcje kaskady kaspaz wprowadzajgcych komérke na szlak
apoptozy. Finalnie, wykorzystujgc metode gPCR i immunoblot przeznaczony do profilowania ekspresji
kluczowych biatek w kaskadach sygnatowych kinaz MAP, poréwnujgcy poziom biatek
ufosforylowanych w lizacie komdrek nietraktowanych i badanych, wykazata obnizenie poziomu
fosforylacji wtasciwie wiekszosci reprezentatywnych kinaz aktywowanych mitogenami. Wynik ten, w
interpretacji Doktorantki sugeruje, iz zahamowanie szlaku MAPK moze by¢ jedng z przyczyn



cytotoksycznosci zwigzku 2. Na stronie 109 w rozdziale Dyskusja Doktorantka trafnie zobrazowata
mozliwe sciezki Smierci komdrek HL-60 indukowane za pomoca pochodnej 2.

W kolejnym etapie badan stwierdzono, ze wiekszos¢ zwigzkdw z grupy trans-2,6-dipodstawionych
metylidenotetrahydropiran-4-ondw (seria Il) nie wykazuje korzystnej selektywnosci w stosunku do
komérek nowotworowych w poréwnaniu do komodrek prawidtowych. Tym niemniej, do dalszych
pogtebionych badan w kierunku potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych Doktorantka
wyselekcjonowata pochodng 20 z podstawnikami R1 i R1 bedgcymi grupami fenylowg i izopropylows,
ktéra okazata sie najbardziej cytotoksyczna dla komérek Hela i MCF-7 oraz pochodng 17, z
podstawnikami izopropylowymi, ktdra w tym systemie byfa najbardziej selektywna. Ciekawi mnie,
dlaczego pominiete zostaty np. zwigzki nr. 23 i 26 o identycznym ICso dla komédrek HL-60
(obserwowane réznice w 1Csg miescity sie w granicach btedu). Dla pochodnych 17 i 20 Doktorantka
przeprowadzita analogiczny do poprzedniego cykl badan na komérkach HL-60. Stwierdzita, ze obydwa
zwigzki znaczgco hamowaty proliferacje komodrek, indukowaty apoptotyczng $smieré¢ komorki, ale
dopiero w dwukrotnie wyzszym stezeniu niz I1Cso (2xICso). Ciekawe, ze w tak wysokim stezeniu zwigzek
20 byt znacznie mniej genotoksyczny niz zwigzek 17. Co wiecej, aktywnos¢ inhibitorowa tych dwdch
zwigzkéw byta wysoka w stosunku do topoizomerazy lla, odpowiedzialnej za zdolnosé do relaksacji
dwuniciowego DNA. Poniewaz w komdrkach nowotworowych obserwowana jest nadekspresja tego
enzymu, topoizomeraza llo. uwazana jest za uznany cel terapeutyczny. W Dyskusji przedstawiono
proponowany schemat cytotoksycznego mechanizmu dziatania badanych tetrahydropiranondow
(Rysunek 56), przebiegajgcy poprzez zahamowanie aktywnosci enzymu Top2oa, indukcje
dwuniciowych peknie¢ DNA, zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M, prowadzace do
apoptozy komadrki nowotworowej, co wydaje sie racjonalnym i mozliwym przebiegiem tego procesu.
Podsumowujac, waznym odkryciem w tej czesci badan byto zidentyfikowanie zwigzkéw, ktére
moga by¢ dalej optymalizowane w kierunku inhibitoréw aktywnosci topoizomerazy lla.

Ostatnia zbadana grupa 18 regioizomerycznych zwigzkéw o strukturze N,O-syn- i N,0-anti-3-
deoksyfosforylofurochinolino-4,9-dionéw (seria Ill) wykazata zdecydowanie wysoky aktywnos¢
cytotoksyczng zaréwno w komarkach biataczkowych jak i raka piersi, wywotywang zwtaszcza przez
regioizomery N,O-syn-. Zwigzki te okazaty sie by¢ 15-30-krotnie bardziej aktywne w komdrkach HL-60
i 2-5-krotnie bardziej aktywne w komdrkach MCF-7 niz zwigzki wiodace, naftofuranony, nie
zawierajgce atomu azotu (dane opublikowane wczesniej przez Zespot prof. Janeckiej), co
potwierdzito zatozong tutaj hipoteze badawczg. Szczegdtowa analiza wtasciwosci dwdch wysoce
selektywnych pochodnych 29c¢ (N,O-regioizomer syn z resztg p-metoksyfenylowg) i 29i (z resztg o-
chlorofenylowg) wykazata ich antyproliferacyjny wptyw na komérki HL-60, zatrzymanie cyklu
komérkowego w fazie S i stezeniowo-zalezne pro-apoptotyczne witasciwosci indukowane poprzez
mechanizm aktywacji kaspaz 7 i 3 oraz dwuniciowe pekniecia DNA. W tym projekcie Doktorantka
zainteresowata sie rowniez wptywem badanych zwigzkdw na aktywnos¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych, w tym ulegajgcym nadekspresji w komérkach rakowych enzymem NQO1 t;j.
oksydoreduktazg NAD(P)H:chinonu 1. W oparciu o doniesienia literaturowe mowigce o korzystnym
wptywie inhibitoréw tego enzymu na indukcje apoptozy w komadrkach nowotworowych Doktorantka
wykazata, ze wyselekcjonowane przez nig zwigzki wptywajg hamujgco na aktywnos¢ oksydoreduktazy
uwrazliwiajagc komérki nowotworowe na stres oksydacyjny, co w konsekwencji prowadzito do
zmniejszenia proliferacji i do apoptozy komoérek. Zaproponowata oryginalny mechanizm dziatania
zwigzkdéw 29c¢ i 29i (schemat 57) prowadzacy do Smierci komérek HL-60.



Jako, ze zwigzek 29i wykazywat silniejsze wtasciwosci inhibitorowe w stosunku do oksydoreduktazy
NQO1 niz zwigzek 29¢c, Doktorantka poszerzyta zakres badan nad wptywem 29i na dwa rodzaje
komadrek raka piersi, a mianowicie komérki MCF-7 i komodrki potrdjnie ujemnego raka piersi MDA-
MB-231 oraz, kontrolnie, komérki nabtonka gruczotu piersiowego MCF-10A. W analogicznej do
poprzedniej serii badan odkryta interesujacg zaleznos¢ pokazujacg, ze komaorki bardziej agresywnego
raka piersi w mniejszym stopniu reagujg na stosowang terapie, tzn. ich proliferacja nie zostaje
zmniejszona tak jak proliferacja komoérek MCF-7, nie wykazujg zmian cyklu komdérkowego, znacznie
pozniej uruchamiany byt proces apoptozy i w tym procesie nie miaty znaczenia dwuniciowe
uszkodzenia DNA, ktére prawdopodobnie ulegaty naprawie zanim zdazyly zaindukowaé s$mierc
komorki. Bardzo trafnie skonkludowata, ze wykazane tutaj réznice mogg ttumaczy¢ obserwowang
oporno$¢ komodrek potréjnie ujemnego raka piersi MDA-MB-231 na stosowane terapie
przeciwnowotworowe.

Finalnie, aktywnos¢ zwigzku 29i byta takze zbadana w warunkach in vivo, co nieczesto sie zdarza
podczas realizacji prac doktorskich. Doktorantka okreslita wptyw 29i na wielko$¢ guza w modelu
mysim C3H z wszczepionym mysim nowotworem sutka. Badania te, poczatkowo majace na celu
oznaczenie toksycznosci zwigzku, byty wykonane na facznie 15 myszach z dawka eskalujgcy dla
kolejnych 3 myszy od 20mg/kg m.c. wzwyz (2x zwiekszanie kolejnej dawki). Obserwacje prowadzono
po 48 godz. od podania zwigzku. Zwierzeta nie wykazaty objawdw toksycznosci zwigzku, w tym utraty
masy ciata, zmian w wygladzie, postawie ciata, ruchliwosci czy zmian w miejscu podania zwigzku do
dawki 160 mg/kg m.c., ktdrg to dawke przyjeto jako dawke maksymalng. W drugiej fazie badania
przeprowadzono na 18 myszach, z czego potowa myszy otrzymata placebo, a druga potowa
codziennie byfa traktowana % dawki maksymalnej. Szczegétowe pomiary masy ciata i wielkos$ci guza
przez okres obserwacji (30 dni), a nastepnie analiza guzow po usmierceniu sugerowaty, ze u myszy
traktowanych lekiem nastgpito znaczne zmniejszenie $Sredniej masy guza w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi, ale wynik nie byt statystycznie istotny (P>0.27). Podsumowujgc ten ostatni fragment
badan zwigzkéw z serii chinolinodionéw Doktorantka zaproponowata schemat dziatania zwigzku 29i
w komodrkach raka piersi MCF-27 i MBA-MB-231 oraz in vivo na transgenicznej myszy C3H z
przeszczepionym mysim guzem piersi (Rysunek 58).

Dyskusja wynikow, pokazujgca molekularne mechanizmy wszystkich trzech serii badanych zwigzkow
zostata przeprowadzona rzetelnie i w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe.

Ciekawa jestem czy Doktorantka sama wykonywata doswiadczenia in vivo, w tym np. czy
przygotowywata myszy transgeniczne, czy analizowata materiat po resekcji? Podjecie takich badan i
osobiste ich wykonanie z pewnoscig byto wielkim wyzwaniem i pokazato determinacje Doktorantki w
uzyskaniu koricowych wynikdéw.

Do tej czesci rozprawy mam tez kilka uwag krytycznych:

1. Doktorantka powszechnie btednie stosowata okreslenie ,,analog” dla kolejnych pochodnych
zwigzkéw wiodacych. Przypomne wiec, ze ,,analog” to zwigzek chemiczny, w ktérym co najmniej
jeden atom jest zastgpiony innym w stosunku do zwigzku wyjsciowego, natomiast ogélna budowa
pozostaje niezmieniona. Analogiem ditlenku wegla CO: jest disiarczek wegla CS,. Prawidtowo, serie
zwigzkéw wywodzacych sie ze zwigzku wiodgcego powinny byé nazywane ,,pochodnymi”. Oznacza
to, e jest to zwigzek chemiczny powstaty przez zastgpienie jednego lub kilku atomoéw czgsteczki
(najczesciej atomu/atoméw wodoru) grupa funkcyjng lub grupa innych atoméw. Np. metanol
CH3O0H jest pochodng metanu (CH,).



2. W rozprawie zastosowano okreslenie ,Rysunek” zaréwno do przedstawienia schematéw,
wzoréow chemicznych, jak i wszelkiego rodzaju wykreséw z programu Excel, a takie zdjec
immunoblotéw, obrazéw z cytometru przeptywowego czy fotografii guzow. Moim zdaniem
bardziej stosowne bytoby tutaj zastosowanie okreslenia ,Rycina” co jest pojeciem szerszym i nie
ktdci sie z ilustracjami innymi niz wykresy.

3. Co Doktorantka miata na mysli stwierdzajac, ze ,,Mitochondrialny szlak apoptozy jest jedna z
najczesciej rozregulowanych form $mierci komérek nowotworowych.” Czy rozregulowany jest
mitochondrialny szlak indukcji apoptozy, czy by¢ moie komorki poddane dziataniu
cytotoksycznego zwigzku?

4. Podaje tez kilka przyktadéw niepoprawne uzytych sformutowan, np. ,wzrost RTF” (str. 114),
»regulacja biatek zwigzanych z apoptoza” czy ,redukcja dwoch elektronéw” (str. 115).

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy, a sg jedynie uwagami majgcymi
zwrdci¢ uwage Doktorantki na poprawnos¢ stosowania nazw i wyrazen w tekstach naukowych.

Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie szerokg wiedzg w tematyce rozprawy
doktorskiej i zrealizowata zatozone cele badawcze uzyskujac oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Praca jest eksperymentalnie bardzo obszerna, przeprowadzona wnikliwie i zgodnie z
wysokimi standardami naukowymi. Opisuje pogiebione badania majace na celu
scharakteryzowanie wtasciwosci przeciwnowotworowych trzech serii badanych zwigzkéw,
pozyskanych w bardzo udanej wspoétpracy z zespotem prof. Tomasza Janeckiego z IChO Pi.
Wachlarz zdobytej wiedzy i umiejetnosci praktycznych spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Doktorantka wykazata sie samodzielng praca naukowa, dokonata szeregu
istotnych odkry¢ i zidentyfikowata zwigzki i mechanizmy ich cytotoksycznego dziatania w
komérkach rakowych, ktére mogg by¢ dalej rozwijanie w kierunku nowych lekéw
przeciwnowotworowych. Zakres stosowanych metod jest szeroki, od badan in vitro prowadzonych
na ludzkich komérkach zawiesinowych i adherentnych, zaréwno prawidtowych jak i rakowych, po
badania in vivo, na mysim modelu raka piersi. Nalezy tutaj podkresli¢, ze poszczegdlne
doswiadczenia wykonano w wymaganej ilosci powtdrzen, a uzyskane wyniki byly starannie
zanalizowane pod wzgledem istotnosci statystycznej i zilustrowane na odpowiednich wykresach,
fotografiach i schematach. Doktorantka swietnie data sobie rade z interpretacja otrzymanych
wynikow, co wynikato nie tylko z dobrej jakosci zamieszczonych w rozprawie ilustracji, ale takze z
wiedzy teoretycznej i praktycznej zdobytej w trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej.
Opisane przez Doktorantke badania dotyczace ciekawych i aktualnych zagadnien naukowych,
zostaty wykonane z wykorzystaniem nowoczesnych i dobrze dobranych metod, ktére pozwolity na
uzyskanie wartosciowych i wainych poznawczo wynikéw. Uwazam, ze Pani Joanna Drogosz-
Stachowicz zrealizowata zatozone cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca
spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Dorobek publikacyjny Doktorantki jest godny pochwatly, poniewaz jest ona wspoétautorky az 14
publikaciji z listy JCR, z tego w dwdch pracach jako pierwsza i pieciu jako druga autorka, co swiadczy
o umiejetnosci profesjonalnego prowadzenia badan naukowych i potwierdza jej osobiste
zaangazowanie w te badania.



Whniosek korncowy

Na podstawie wyiej omdéwionych osiggnieé¢ stwierdzam, ze przedstawiony do oceny materiat
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Whnioskuje do Rady Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie Pani mgr Joanny Drogosz-Stachowicz do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage szeroki zakres przeprowadzonych badan jak i wartosc
merytoryczng uzyskanych wynikéw, w tym zidentyfikowanie kilku zwigzkéw odpowiednich do
dalszych badan w kierunku rozwijania nowych lekéw przeciwnowotworowych, a takze znakomity
dorobek publikacyjny wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskie;j.
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