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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Wioletty Jakubczak

"Przemiany cytotoksycznych kompleksow zlota i platyny i ich wplyw na komérkowq
homeostaze jonow metali, badane za pomocq spektrometrii mas”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Wioletty Jakubczak zostala zlozona w postaci
ksiazki wydanej przez Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej. Praca ta zostala
wykonana i opisana pod kierunkiem Pani dr inz. hab. Katarzyny Pawlak prof. ucz. z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Badania zostaly sfinansowane ze $§rodkéw projektu
badawczego Narodowego Centrum Nauki (2013/09/ST4/00961) pt. ,, Opracowanie metod
badania zaburzen rOwnowagi jonowej i ich genezy w komérkach rakowych poddanych
dziafaniu cytostatykéw”. Kierownikiem grantu byt promotor ocenianej rozprawy doktorskie;j.

Zgodnie z danymi zalaczonymi do rozprawy Doktorantka jest wspotautorem 4
wieloautorskich publikacji naukowych, w tym 1. o charakterze przegladowym i 1. pracy
oryginalna w jezyku angielskim oraz 2. publikacji w jezyku polskim, tj branzowej
recenzowanej i rozdzialu w monografii. Dorobek nie jest imponujacy, ale jest to $cisle
zwigzane ze ziozeniem w 2016 roku wniosku patentowego. Jestem przekonana, ze juz
powstaja lub sg przygotowane do wyslania prace o opisanych w rozprawie wynikach. Pani
mgr inz. Jakubczak jest wspotautorem szeregu wystapien konferencyjnych: 17. o charakterze
komunikatu ustnego, w tym 7. na konferencjach migdzynarodowych oraz 14. w formie
plakatu, w tym 8. na konferencjach migdzynarodowych. Niestety Doktorantka nie wskazala,
ktore wystgpienia byly prezentowane przez nig samodzielnie. Nalezy podkresli¢, ze mgr inz.
Wioletta Jakubczak jest wspotautorem zgloszenia patentowego z roku 2016. Odbyla takze

3.miesigczne praktyki zawodowe w ramach projektu Erasmus plus.
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Tematyka badawcza recenzowanej rozprawy doktorskiej miesci si¢ doskonale w
nurcie publikacji naukowych zwigzanych z ocena wptywu lekéw przeciwnowotworowych, w
tym przypadku opartych na kompleksach zlota i platyny. Leki te nie sa obojetne i wywoluja
zaburzenia w komorkach nie zawsze pozadane. Praca ta dotyczy bardzo szeroko nakre§lonych
i wykonanych badaf zwigzanych z oznaczaniem réznych form fizycznych i chemicznych
potaczen Au i Pt, rozr6zniano wielko$¢, mobilnoé¢ i stopien hydrofobowosci. Wykorzystanie
polaczenia technik rozdzielania zwigzkéw chemicznych i detekcji z zastosowaniem
spektrometrii mas doprowadzito do ciekawych wynikéw i waznych analitycznie modyfikacji
procedur, wlgcznie z zaproponowaniem rozwigzania innowacyjnego technicznie dozowania
bardzo matych obj¢tosci prébki do uktadu pomiarowego (wniosek patentowy). Wymagalo to
szerokich badan z zakresu optymalizacji warunkéw rozdzielania i detekcji w poszezegdlnych
pomiarach. Dodatkowo udalo si¢ Doktorantce zaproponowal ciekawg acz prosta metode
normalizacji zawartosci Au i Pt wzgledem ilosci komorek, tak aby dalo si¢ porownywaé
zaburzenia wywotlane lekami, niezaleznie od ggstosci komérkowej. Autorka wyprowadzajac
wnioski oparta si¢ na wlasnych eksperymentach, jak i wynikach powigzanych z badaniami dr
Mai Haczyk-Wigcek z Katedry Biotechnologii Medycznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej. Powigzanie badan Pani Jakubczak z badaniami Doktor Haczyk-
Wigcek dato ciekawe informacje dotyczace zmian w zakresie zywotno$ci komoérek, ich
morfologii po podaniu do hodowli auranofiny lub cisplatyny. Leki te byly poréwnywane w
ramach biologicznych 1 chemicznych eksperymentéw prowadzonych na tkankach

nowotworowych 1 zdrowych.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska jest napisana w ukladzie maszynopisu w
formie ksigzki wydajne przez Politechnike Warszawska. Co oczywiscie ustawa o stopniach i
tytutach naukowych dopuszcza w artykule 13 punkcie 2. Na recenzowang prace sklada sie
118 stron tekstu 1 graficznych ilustracji (rysunki, zdjecia, grafy, obrazy mikroskopowe). Szata
graficzna jest estetyczna. Praca podzielona zostala na szereg czeSci. Na poczatku chciatam
podkreslié, Zze praca zawiera sporo graficznych ilustracji i tabel z nazwami zwiazkow i

technik badawczych oraz rozbudowany wykaz stosowanych skrotow (4 strony).
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Omawia¢ w mojej recenzji bedg poszczegélne rozdziaty w sekwencji tozsamej z ich
pojawiania si¢ w tekscie.

Autorka w czeSci nazwanej Streszczenie bardzo zwiezle przedstawila wyciagniete
wnioski. Jednak Cel Pracy jest sformutowany wrecz bardzo zwiezle. Szkoda, ze nie pokazano
sformutowanych tez badawczych i postawionych posrednich celi eksperymentalnych
wiodgeych do pozyskania wiedzy ,, jak zaburzana jest réwnowaga jonomiczna w
komorkach... w skutek obecno$ci komplekséw metali. ... oraz ich przemian metabolicznych”.
Autorka zajela si¢ fragmentem jonomiki, czyli oznaczania wybranych jonéw, a nie skiadu
pierwiastkowego danej komérki. Kolejny podrozdziat Czesci Literaturowej to Wprowadzenie.
Wstep ten mozna nazwa¢ wstgpem medycznym, gdzie Doktorantka pokazata sie, jako bardzo
dobry analityk, ktéry musi rozumie¢ potrzeby i problemy, jakie napotka podczas pracy nad
czgscia analityczna (uzyskiwanie szeregu informacji) oraz nad czescig biologiczng
(interpretacja wynikéw). Jest to bardzo szczegétowe wprowadzenie z perspektywy
powstawania mutacji chorobotworczych, subtelnych réznic w budowie komérek zdrowych i
nowotworowych. Omowione zostaly takie zagadnienia jak metabolizm glukozy i glutationu,
zmiany skiadu i funkcjonowania biatek, homeostazy komérkowej i ich §mierci. Tu musze
podkresli¢, ze zaproponowanie przedstawienia tej wiedzy w formie tabel, tj. Tabela 1.1 byto
dobrym pomystem, inaczej bylby to trudny tekst. Takze prezentacja lekow
przeciwnowotworowych, zakresu ich stosowania i mechanizmu oddziatywania na tkanke
nowotworu (Tabela 1.2) umozliwito w sposéb przystepny przedstawi¢ ogrom wiedzy
Doktorantki zdobytej po przegladzie literatury fachowej. Szczegdlne miejsce w tym opisie
znalazly cytostatyki oparte na cytotoksycznych kompleksach platyny i ztota (Tabela 1.3).
Kolejng cz¢s¢ przegladu literaturowego stanowi przedstawienie metody a nie techniki (str. 43)
spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezona. Nie rozumiem wprowadzenia
rozdziatu 8. Wolalabym, aby w rozdziale 9 pt. ,,Podsumowanie czesci literaturowe;j”
zaistnialo powiazanie celu i podstaw literaturowych. Tre§é¢ tego rozdziatu to sugeruje, ale
los¢ wiedzy wskazanej w czgéci teoretycznej jest znacznie szersza. Krotkie podstawy

teoretyczne i dyskusja z wynikami innych naukowcéw w czesci eksperymentalnej, osobiscie
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bardziej odpowiada mi taka forma podawania wiedzy teoretycznej, a wiadomo, Ze bedzie jej
duzo z racji badan na pograniczu biologii komoérek i chemii analityczne;j.

Cze$¢ Doswiadczalna to opis ogromu eksperymentéw biologicznych i analitycznych.
Rozdzial 3 opisuje badania prowadzone przez dr Haczyk-Wiecek, byly to hodowle komérek,
separacje komoérek samoczynnie odklejonych, odklejanie roztworem trypsyny oraz
prowadzenia badan aktywnosci enzymatycznej. Mam tego fragmentu pracy pytanie, co
zawieral roztwor odmywajacy pozywke (str. 63)? Niestety mam zastrzezenia co do sposobu
prezentacji danych eksperymentalnych, czy warto§¢ parametru IC50 (1/2 max. stezenia
hamujacego zywotno$¢ komorek ptuc zdrowych i nowotworowych), czy dla komérek phuc
jest to warto$¢ Srednia + odchylenie standardowe (tabela II.1). Wedlug mnie nie zawsze
zadbano o podanie odpowiedniej ilosci cyfr znaczacych w np. rozdziale 2: dlaczego taka
doktadno$¢ objetosci pozywki MEME do pojedynczych mikrolitow lub np. dla roztwordw
mréwczanu sodu, jodoacetamidu (str. 61), lub ubikwityny (str. 62) to doktadno$é okreslenia
objetosci determinuje doktadno$¢ wyznaczenia stgzenia, do 2, 1 oraz 2 cyfr znaczacych,
odpowiednio. Dalej dane s3 tez podawane zwykle z nadmiarem cyfr znaczacych, np. Tabela
11.10 (115,00£5,6=115+6), czy Tabela I1.11 (4,10+0,66 = 4,1+0,7)

Komorki po przygotowaniu do analizy specjacyjnej, wedtug Autorki do ,badania
metalomu”, rozumiem zawartoSci Au i Pt, a nie skladu pierwiastkowego zawartosci danego
jonomu, jak w jonomice? Chciatabym, aby Autorka wyjasnita schemat z rysunku II.1.
Wydawalo mi sig, ze frakcj¢ samoczynnie odklejonych i odklejonych enzymatycznie byty
analizowane osobno, rysunek sugeruje ich taczenie. Procedury zwiazane z preparatyka
komoérek sg przedstawione bardzo dokladnie, za§ rozktad wodg krélewska zostal jedynie
wzmiankowany, czy wystarczata juz mineralizacja w temperaturze pokojowej? Tabele na str.
70-72 przedstawiaja dane z 10 powtdrzen, czy prezentowana warto$¢ to warto$é $rednia?
Cz¢$¢ zwana analityczng jest ciekawa, a dbanie o jako$¢ wynikéw byla bardzo dobra, trzy
sposoby nebulizacji przetestowano az na 20 pomiarach. Istotne jest, aby przy tak niskich
stezeniach Au i Pt by¢ pewnym, czy aby ograniczeniem nie jest adsorpcji analitu na
elementach transportujacych analizowany roztwér. Zloto ma wyzsze efekt tzw. pamieci

uktadu niz platyna. Kwas solny sprzyja wymyciu platyny, gdyz kompleksy chlorkowe
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chetniej tworzg platynowce, niz zloto. Tu bym pochylifa si¢ takze nad kompletnoscia
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rozktadu matrycy organicznej, jej nie catkowita mineralizacja moze wplywa¢ na badane
parametry. Nie ma wyraznie zaznaczone, jakie testy statystyczne wykorzystywata
Doktorantka w okre$laniu, czy wyniki sg od siebie ,,rézne” np. Tabela I1.10 — np. 56,80 + 0,74
a 552 + 0,85. Ciekawy jest prosty zabieg normalizacji zaproponowany przez Pania
Jakubczak, opisany na stronie 77. Przeliczenie na komérke jest bardzo ciekawym i prosty
podejsciem. Pozwala on poréwnywa¢ efektywno$¢ poszczegdlnych lekow, czy wariantéw nie
tylko wtedy, gdy gestos¢ komorkowa jest podobna. Zas, gdy ten parametr ulega zmianie to
odchylenie od wartosci $redniej wyniku wzrasta. Pomogloby czytelnikom w poréwnaniach, a
ciagle jest to robione prezentowanie wynikow w podobnej skali na obu osiach wykreséw, tj.
Jest na Rysunku IL8. Bardzo ciekawe wnioski zostaty sformutowane, na str. 78-79
dowiadujemy sig, ze cytostatyk oparty na zlocie nie wplywa tak destrukcyjnie na komorki
prawidlowe, jak oparte na Pt oraz bezwzgledna akumulacja Au i Pt w komérkach
nowotworowych jest pordwnywalna, ale wspofczynnik nagromadzania dla zlota jest znacznie
korzystniejszy, przy nizszym stezanie wyjéciowe leku. Frakcjonowanie operacyjne lizatow
komorkowych wskazato, ze Au dominuje we frakcji hydrofobowej komoérek odklejanych
enzymatycznie, jak i samoczynnie odklejonych a Pt dominuje we frakcji hydrofilowej w
komorek odklejanych enzymatycznie, odwrotnie niz w samoczynnie odklejonych.

Kolejne badania prowadzone i opisane przez Doktorantke dotycza jonowej
homeostazy, wykorzystata tu metoda ICP MS, z odpowiednio zmodyfikowanym ukladem
wprowadzajacym probkg, potagczonym z komora kolizyjng a nastepnie komory stuzacej do
rozcienczania probki. Tak ztozony uktad byt niezbedny, gdyz matryca jest ztozona, a wyniki
oznaczania analitow moga by¢ obarczone bigdami. Mam tu pytanie, czy ,.$lepa proba” to byta
tradycyjnie rozumiana $lepa probka, czy rzeczywisci §lepa proba, czyli analiza probki, ktéra
przeszta podobne/identyczne etapy, co probki analizowane. Pani Jakubczak jest wspottwoérea
komory umozliwiajgcej pracg z materiatem komérkowym, czy ekstraktami i lizatami. Granice
wykrywalnosci jest niZsza (str. 88), co obniza liczbe komérek branych do analiz.
Wprowadzenie komory kolizyjnej zwigkszylo zakres stosowalno$ci metody o nowe

pierwiastki (Na, K, Se i Mg) i precyzj¢ otrzymania wynikéw. I w tym etapie badan
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formutowane sg cickawe wnioski, dotyczg one tym razem antagonizméw i synergii pomiedzy
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efektami wywotlanymi dodaniem cytotoksycznych zwigzkéw Au i Pt do hodowli komérek.
Dobrze, ze Doktorantka swoje obserwacje poparta odsylaczami literaturowymi. Mnie
osobiScie zainteresowal fragment o selenie, szkoda, ze tak malo jest na ten temat.
Stwierdzono, ze stres oksydacyjny wywotany reaktywnymi formami tlenu moze prowadzié
do $mierci komorki, obecno$¢ Cu, Mo, Zn, czy Mn wskazuje na odpowiedZz komérek. Na
stronach 91-93 przedstawita Autorka graficzng ilustracje otrzymanych wynikéw, w formie
tzw. mapy cieplnej. Chyba co§ jest nie tak z przedstawiong skala.

Kolejny wazny etap pracy to polaczenie technik rozdzielania z detekcja
pierwiastkowa, co dawato mozliwo$¢ selektywnego ,s$ledzenia sygnaléw” od duzych
zwigzkow organicznych po konkretnym metalu. Rozdz. 5.5.1 wedlug mnie powinien byé w
czgSci pracy opisujacej stosowang aparature i sprzet. Rozdzielenie probki komérek rakowych
1 prawidtowych na kolumnie wykluczenia wskazalo frakcje i grupy zwiazkéw powstajacych
pod wptywem dziatania cytostatykéw opartych o Au i Pt (synteza pod wplywem obecnosci
zaadsorbowanego w komorce metalu). Za$ detekcja pierwiastkowa umozliwita kontrole, w
Jakich frakcjach Au i Pt wystepujg. Takze i tu Doktorantka wspiera si¢ juz opublikowanymi
danymi w interpretacji uzyskach przez siebie wynikéw. Dla mnie, jako praktyka okre$lenie
trwatosci obiektu badann w materiale przygotowany lub/i przechowywanym, czyli zamrazania
1 rozmrazania jest wazne. Wykorzystanie chromatografii w ukladzie faz odwréconych
wspartej oczyszczaniem lizatow lub zat¢zeniem przez technike ekstrakcji do fazy stalej bylo
kolejnym krokiem. Trochg czuj¢ niedosyt informacyjny o tej procedurze. Nastepnie
zastosowanie elektroforetycznego rozdzielania pozwolilo na analize zjonizowanych
hydrofilowych zwigzkoéw. Takze i ta technika w polaczeniu z detekcjg metoda ICP MS
pozwolita wskaza¢ réznice w odpowiedzi komorek na stres wywolany zwigzkiem zlota lub
platyny 1 poréwna¢ do grupy kontrolnej. Mam nadziejg, Ze rozumiem tu poprawnie grupe
kontrolng, ale wyjasnienie tego pojecia bylyby pomocne. Wiemy z wynikéw opisanych
badan, ze peptydowe addukty z pochodnymi auranofiny s bardziej polarne niz z pochodnymi
cisplatyny oraz ze obecnos¢ cisplatyny indukuje wigksza iloSci zwigzkow

matoczgsteczkowych zarowno kationowych, jak i anionowych, za§ obecno$¢ auranofiny to
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powigzanie Au z czgsteczkami wielkoczgsteczkowymi. Ogrom uzyskanych i przedstawianych
danych powodowal czasami trudno$é¢ w podazaniu za tokiem myslenia Autorki, tu
wspomagaty dobrze przedstawione chromatogramy lub elektroferogramy.

W czgdei nazwanej Podsumowanie i Wnioski Pani Wioletta Jakubczak zestawita
najistotniejsze wyniki i obserwacje oraz wnioski z tych obserwacji idace. Zgadzam sie z
Doktorantkg, ze warto$cig dodang jej eksperymentéw moze by¢ ograniczenia czasu trwania
badan przed klinicznych i ze testy hodowlane ograniczg wykorzystanie zwierzat
laboratoryjnych. Obserwacje biochemiczne prowadza do poréwnania efektow oddziatywania
cisplatyny i auronofiny, na ich lub ich pochodnych akumulacje, réwnowage jonowa,
zdolnosci do adhezji, powinowactwo do poszczegdlnych metabolitéw np. histydyny, czy reszt
aminokwasowych. Te wyniki to efekt analizy chemicznej z wykorzystaniem szeregu
procedur, technik, czy metod analitycznych. Dziatania te mialy na celu maksymalne
obniZenie granic wykrywalnosci (dotaczenie etapu z ekstrakcjg do fazy stalej, czy gradientu
potencjalowego), poszerzenie zakresu aplikacyjnosci, czy precyzji pomiaru (np. komory
kolizyjne z réznymi gazami reakcyjnymi). Autorka wskazata, ze czynnikiem wplywajacym na
adhezj¢ komoérek jest zawartosé¢ jonow wapnia i magnezu. Wdrozenie szeregu technik
rozdzielenia chromatograficznego (rézne zjawiska) pozwolito powiedzie¢ co§ o wielkosci
adduktow peptydowych, o ich powinowactwie do zwiazkach  réznigcych  sie
hydrofobowoscia, czy ich tadunku.

Wprowadzone zostaly takze autorskie rozwigzania podczas prowadzenia
eksperymentow tj. przeptywowy mikrouklad, co ograniczylo 20.krotenie objetos¢ stosowanej
probki, czy metoda normalizujagca wyniki zawartodci poszczegblnych pierwiastkow
uwzgledniajgca liczbeg analizowanych komérek.

Rozdzial nazwany Bibliografia zawiera 135 odnosnikdw, gdzie najwieksza cze$é
stanowig anglojezyczne publikacje, chciatam podkresli¢, ze stanowi to rzetelny przeglad
literaturowy. Znajduja si¢ tam prace z lat 60. XX wieku, jak i najnowsze z 2018 roku.

Moje uwagi edytorskie i stylistyczne, ktére w formie przyktadow wymienie ponizej
nie umniejszajg walorow merytorycznych rozprawy i nie rzutuja na koncowy wniosek.

Podobato mi si¢ wprowadzenie tak duzej ilogci prezentacji graficznych w formie ztozonych
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graféw, czy ukladéw graficznych. Ogoélnie oceniajac jezyk rozprawy jest poprawny, cho¢ sg
drobne bledy interpunkcyjne (np. str. 33), stylistyczne (np. str. 19) i logiczne (np. st¢zenie
jonéw wapnia (Ca*" — str. 27. Razi jednak naduzywanie zwrotu ,,za pomocg”, az trudno
zliczyé ile razy go wykorzystano, wedlug mnie w wigkszosci przypadkow jest zbgdny, nawet
w tytule wystarczylo by ,,Przemiany cytotoksycznych komplekséw ... badane spektrometrig
mas”. W tekécie powinny by¢ zapis prawidlowym kwasow np. kwasu azotowego(V) (np. str.
47), gdzie nie gdzie wkradl si¢ zargon laboratoryjny (str. 47 — ,zwigkszy wydajnos¢ i
precyzje SPE” raczej rozdzielania lub ,,proces ...wzbogacania ... pogarsza precyzj¢ metody”
raczej procedury). Nie ma potrzeby po tak doktadnym spisie skrotow uzywac ich w tytutach
(np. str. 50). Chcialam zauwazy¢, ze istniejg skroty polskie na granicg wykrywalnosci i
oznaczalnoéci, GW i GO, odpowiednio. Jako chemik preferuje zapis pmol L' niz pM. Uwagi
pPOWYZSZe CZyni¢ Z racji pozycji recenzenta.

Pomimo powyzszych zastrzezen, ktore oczywiscie majg charakter dyskusyjny,
chcialbym wyrazi¢ moje uznanie dla ogromu wykonanej pracy laboratoryjnej. Godne
odkreslenia jest polaczenie biologii z chemig analityczna.

Po zapoznaniu si¢ z treScig rozprawy moge¢ stwierdzam, ze praca Pani mgr inz.
Wioletty Jakubczak w pelni spetnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim.
Whnosze o dopuszczenie Doktorantki do kolejnych etapéw procedury i publicznej dyskusji

nad rozprawa.

A

Beata Krasnod¢bska-Ostrega
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