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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Wioletty Jakubczak pt.:
»Przemiany cytotoksycznych kompleksow zlota i platyny i ich wplyw na komérkowa
homeostaze jonéw metali, badane za pomocg spektrometrii mas”

Przedozona do recenzji praca doktorska mgr inz. Wioletty Jakubczak ,.Przemiany
cytotoksycznych komplekséw zlota i platyny i ich wplyw na komérkowg homeostazg jonow metali,
badane za pomocq spektrometrii mas” zostala wykonana w Katedrze Chemii Analitycznej na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod opieka promotor dr hab. inz. Katarzyny
Pawlak, prof. PW. Przedstawione w pracy wyniki badan realizowane byly w ramach projektu
badawczego ,,Opracowanie metod badania zaburzen réwnowagi jonomicznej i ich genezy w
komoérkach rakowych poddawanych dziataniu cytostatykow” finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki nr 2013/09/B/ST4/00961. Tematyka pracy wpisuje si¢ w obszar zainteresowan
badawczych promotora dr hab. inz. Katarzyny Pawlak, prof. PW i dotyczy badafi z zakresu chemii
analitycznej oraz z zakresu biochemii, zwlaszcza w aspekcie metalomiki i jonomiki.

Tematyka podjeta w rozprawie jest bardzo aktualna i dotyczy badan nad wplywem
cytostatykéw na przemiany réznych jonéw metali. Biorgc pod uwage potwierdzong ich istotng role
w leczeniu choréb nowotworowych, kazde podjete badania nad ta grupa zwiazkoéw budzi
zainteresowanie i daje nowe mozliwosci ich efektywniejszego wykorzystania, a co za tym idzie
zwigksza szanse na wyleczenie pacjenta. Nalezy podkresli¢, ze choroby nowotworowe sg zaraz po
chorobach uktadu krazenia przyczyna $mierci pacjentow. Niekorzystnym skutkiem stosowania lekow
cytostatycznych w terapii choréb nowotworowych jest ich wysoka toksycznos¢ oraz wystepujaca
w czasie terapii opornosé komérek nowotworowych na stosowany cytostatyk. Jednym z najczesciej
stosowanych lekéw przeciwnowotworowych nalezacych do grupy lekow platynowych jest cisplatyna.
Lek ten posiada wiasciwosci hamujace podzial komérek i jest wykorzystywany w leczeniu
nowotworéw m.in. jader, jajnikéw, glowy czy ptuc. Pomimo wysokiej skutecznosci cisplatyny terapia
tym lekiem zwiazana jest ze skutkami ubocznymi, w tym nabywana przez komorki nowotworowe
oporno$¢ na chemoterapeutyk oraz wystgpujaca wysoka toksycznos¢ leku wzgledem zdrowych
komoérek. Stad caly czas trwajace badania nad lekami o mniejszej opornosci i zwigkszonej
cytotoksycznosci.
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Jednym z takich lekoéw jest auranofina, cytostatyk na bazie zlota, ktéry charakteryzuje sie
porownywalng aktywnoscia przeciwnowotworowa, jak cisplatyna, dajac nowe mozliwosci
W tworzeniu nowej generacji lekow z odmiennym profilem wrazliwych komérek nowotworowych.
Nalezy podkresli¢, ze w recenzowanej dysertacji zostaly przebadane oba cytostatyki.

Doktorantka podje¢ta réwniez w swojej pracy tematyke z zakresu nowoczesnych metod
instrumentalnych, w tym metod spektrometrycznych i chromatograficznych. Materiat biologiczny,
charakteryzujacy si¢ ztozona matryca, w znaczacy sposéb utrudnia proces analityczny zaréwno pod
katem jakosciowym, jak i ilosciowym wybranych analitéw. Stad w ostatnich latach w literaturze
Swiatowej obserwuje si¢ intensywny rozwdj badan zwiazanych z udoskonalaniem, stosunkowo dobrze
poznanych i opisanych metod spektralnych w tym spektrometrii mas z jonizacja w plazmie
indukcyjnie sprzgzonej. Tym bardziej, duzym wyzwaniem dla analityka jest zaproponowanie nowych
rozwigzan w tej dziedzinie, majacych na celu poprawe parametréw zwigzanych z przygotowaniem
probki, transportem uzyskanego aerozolu do plazmy, etapu jonizacji czy detekcja, zwlaszcza podczas
analizy probek biologicznych.

Ocena merytoryczna rozprawy

Niniejsza rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie ksigzkowej. Skiada si¢ z 15
rozdziatdw ponumerowanych i jednego bez numeracji (Bibliografia). Praca napisana jest w jezyku
polskim i nie ma w pekni klasycznego ukladu. Dysertacja rozpoczyna si¢ wykazem stosowanych
skrotow oraz definicji stosowanych poje¢. Nastgpnie zamieszczono spis tresci, dalej streszczenie
w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz cel pracy. Czgs$é literaturowa pracy zawiera dziewigé
rozdziatow, a cze$¢ doswiadczalna sktada sie szesciu rozdziatlow, w tym cztery rozdziaty zwiazane sg
z metodykg i materialem badawczym, a pozostate dwa rozdzialy odnoszg si¢ do oméwienia wynikow
i ich podsumowania. Na koncu pracy znajduje si¢ Bibliografia, ktéra obejmuje 135 pozycji
literaturowych zaréwno polskich i jak zagranicznych, z przewaga tych drugich. Praca liczy 127 stron,
zilustrowana jest 42 rysunkami i zawiera 24 tabele. W tym miejscu nalezy podkresli¢ starania
doktorantki o atrakcyjng szate graficzng pracy, zarowno w czgscei literaturowej, jak i doswiadczalnej.
Niestety w kilku miejscach zbyt male rozmiary wykreséw utrudniaja czytelnikowi ich wiasciwe
odczytanie i analize. Praca zawiera bledy edytorskie oraz naduzycia zwigzane z stosowaniem zargonu
analitycznego lub anglicyzmow.

Wartos¢ merytoryczna i uzytkowa

Czeé¢ literaturowa recenzowanej rozprawy poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim
i angielskim, w ktérym przedstawiono ogélny zarys merytoryczny pracy oraz podsumowanie efektow
przeprowadzonych analiz i badan. W tym miejscu chciatabym zwrécié uwagg, ze nalezaloby troche
bardziej wyszczegdlnié¢ rodzaj i zakres prowadzonych prac w zakresie badaf przy zastosowaniu
spektrometru ICP-MS i uzyskanych wynikéw zwiazanych z badaniami nad wybranymi cytostatykami.
Na przyklad, nalezatloby wymieni¢ jakie metale byly analizowane. Ponadto w streszczeniu nie
wskazano wyraznie, co stanowi nowos$¢ naukowa, zaréwno w aspekcie analitycznym oraz
biochemicznym.

Cel pracy zostal umieszczony na poczatku dysertacji, zaraz po streszczeniu w jezyku
angielskim. Niestety cel sformulowano bardzo ogélnikowo. Biorge pod uwage szeroki zakres
wykonanych przez Doktorantke prac analitycznych i biochemicznych, szkoda ze nie sprecyzowano
poszczegblnych celow zgodnie z etapami prac.

Czeéé teoretyczna dotyczy gléwnie zagadnieh zwigzanych z budowa i funkcjonowaniem
komoérek zdrowych i nowotworowych. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke zycia komorki
zdrowej i chorej oraz opisuje czynniki, ktére bezposrednio wplywaja na ich stany. Jednym z takich
czynnikéw jest wpltyw jonéw metali na homeostaz¢ obu typow komérek, opisany w czgsci 3.3.
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W tym miejscu chciatabym zwrécié uwage, ze w podrozdziale tym opisano gléwnie wplyw na
komorki nowotworowe. Ponadto bardzo skrétowo opisano wplyw i dzialanie tylko czesci metali, bez
komentarza co do pozostatych pierwiastkéw, ktore zostaly oznaczone np. w lizatach komérkowych.
Uwazam, ze podjeta tematyka tej czgsci pracy jest istotna, zwlaszcza, ze badanie homeostazy jonow
metali, bylo jednym z gléwnych zatozen doktorantki. W dalszej czgsci pracy opisane zostaly cztery
rodzaje $mierci komoérki. Moja uwaga do tej czesci (rozdziat 4) zwiazana jest z brakiem odnos$nikow
literaturowych do poszczegélnych akapitow, gdzie opisywane s3 rodzaje $mierci komorki.
Z kolei w rozdziale piatym dokonano opisu stosowanych lekéw przeciwnowotworowych oraz
stosowanych cytostatykéw. Osobiscie uwazam, ze tabela 1.2 jest zbyt szczegélowa i nie wnosi
niezbednych informacji z punktu widzenia prowadzonych prac eksperymentalnych. Wedlug mojej
opinii tabela ta powinna by¢ skrécona. Natomiast bardziej rozbudowany powinien by¢ podrozdziat
5.1, ktory opisuje dziatanie kompleksow metali jako cytostatykow, zwlaszcza ze to wiaénie ta grupa
zwigzkow byta badana przez doktorantke i jest ona dosyé dobrze przebadana, co przektada si¢ na ilos¢
publikacji z tej tematyki. Szkoda, ze doktorantka nie wykazala si¢ w tej czesci, co juz zostato
zrobione/przebadane odnosnie cisplatyny i auronofiny w aspekcie stosowania ich jako lekow
przeciwnowotworowych i ich wplywu na homeostaze komérek zdrowych i chorych. Krotkie
podsumowanie literaturowe w wigkszym stopniu podkreslitoby realizowane przez doktorantke nowe
podejscie zardwno pod katem analityki tych zwigzkéw oraz w odniesieniu do ich nowych mozliwosci
jako cytostatykéw. Kolejne rozdzialy dotycza opisu wykorzystanych przez doktorantke technik
analitycznych, w tym techniki ICP-MS oraz metod separacyjnych. W tej czesci zabraklo
charakterystyki stosowanych technik analitycznych pod katem analiz materiatu biologicznego,
zwlaszcza wskazania trudnosci analitycznych, jakie wystepuja podczas oznaczen prébek o tak
zlozonej matrycy. Rozdziat 8, wraz z podrozdzialem 8.1, powinien by¢ umieszczony po rozdziale 5,
poniewaz dotyczy on oddzialywan lekéw na organizm ludzki w ujeciu farmakokinetycznym
i farmakodynamicznym. Czg$¢ literaturowa zakonczona jest krotkim podsumowaniem, ktore konczy
si¢ konkluzja ze badanie specjacji cytotoksycznych komplekséw metali jest kluczowe przy okresleniu
ich przemian we krwi czy cytozolu. Natomiast w calej czesci literaturowej nie podjeto préby opisania
tego tematu, zwlaszcza ze to wiasnie dana forma pierwiastka okresla jego stopien i rodzaj
oddziatywania.

Pomimo kilku uwag krytycznych uwazam, Zze w czesci literaturowej doktorantka dobrze
przedstawila zakres tematyczny swojej pracy zaréwno z obszaru chemii, jak i biologii, potwierdzajgc
tym samym interdyscyplinarno$¢ prowadzonych badan i swoje dobre przygotowanie merytoryczne do
realizacji gtéwnego celu pracy.

Druga czgscia pracy jest cze$¢ doswiadczalna, w ktérej zamieszczono zaréwno rozdzialy
zwigzane z opisem stosowanych metod przygotowania probek oraz omoéwieniem uzyskanych
wynikow badan. W czesci eksperymentalnej doktorantka przedstawita charakterystyke stosowanych
odczynnikéw, wraz z ich sposobem przygotowania, spis aparatury badawczo-pomiarowej oraz
poszczegblne procedury zwigzane z przygotowaniem i oznaczeniem analitow. Istotna cz¢scig tej
czgsei pracy byl etap zwigzany z przygotowaniem materialu badawczego, ktorym byly komorki
nowotworowe AS549 (nowotwor pluc) oraz komorki zdrowe MRC-S oraz ich ocena biologiczna.
Z informacji zawartych w pracy wynika, ze ta czg$¢ badan realizowana byta w innych laboratoriach.
Brak jest tutaj informacji czy doktorantka miata mozliwos$¢ uczestniczenia w tych badaniach oraz czy
brata udziat przy wyborze danej metody przygotowania i oceny obu linii komérkowych?

Kolejne rozdziaty opisuja analityke zawartosci wybranych metali, w tym zlota i platyny
w otrzymanych lizatach i mineralizatach przy wykorzystaniu techniki ICP-MS oraz przedstawiaja
wyniki analizy specjacyjnej zlota i platyny przy zastosowaniu technik chromatograficznych
w ukladzie technik tagczonych ze spektrometrem ICP-MS. Na koniec doktorantka podsumowata
wyniki swoich badan z czesci biochemicznej i analityczne;.



Oceniajac czs¢ doswiadczalng recenzowanej pracy nalezy podkreslié, ze wykonano w niej
szeroki zakres analiz chemicznych i biochemicznych, przy wykorzystaniu szerokiego spektrum metod
analitycznych, co niewatpliwie wskazuje na rzetelny warsztat pracy doktorantki, zwlaszcza Jjako
analityka. Niestety, w pracy zdecydowanie zabraklo dyskusji uzyskanych przez doktorantke wynikéw
badan zaréwno z etapéw optymalizacji, jak i samych juz wynikéw koncowych w odniesieniu to
uzyskanych wynikéw badan innych badaczy. Dyskusja taka z pewnoscig ufatwitaby prezentacje
przeprowadzonych badan stanowiacych nowe podejécie do problemu analityki probek biologicznych
i samych cytostatykow .

W zwiazku z pewnymi brakami i niescistosciami w pracy, w obowigzku recenzenta jest ich
wskazanie i poddanie do dyskusji. Dlatego prosze¢ o wyjasnienie:

- Czy opisana metoda hodowli komoérek (rozdziat 3) byta prowadzona na podstawie wiasnej metody
i czy ktéryS z etapéw tej procedury byl poddany optymalizacji, np. czas poszczegdlnych etapéw,
rodzaj i objetos¢ stosowanych odezynnikéw?

- Czy przeprowadzono optymalizacj¢ procedury mineralizacji (rozdzial 4.1) probek zawiesiny
komorkowej, jesli tak to w jakim zakresie? Czy sprawdzano odzysk metody?

- Opisana procedura przygotowania liz komérkowych jest bardzo ztozona (rozdziat 4.2), co moze by¢
zrodtem bledow i straty analitu. Czy sprawdzono odzysk zastosowanej metody frakcjonowania? Czy
sprawdzano powtarzalnosé tej metody?

- str. 70; Na jakiej podstawie zdecydowano si¢ na wykonywanie 10 powtérzen przy oznaczaniu
liczebnosci komorek?

- str. 70-72; W jakim celu stosowano rézne stezenia lekow w testach cytotoksycznosci dla danej linii
komorkowej (tabela I1.2-115)?

- Na jakiej podstawie do analizy zawartosci ztota, platyny i pozostatych metali wybrano tylko komorki
poddane dziataniu cytostatyku przez 72h? Czy wykonywano analize wielopierwiastkowa dla 24 i 48 h
czasu inkubacji?

- str. 73; Tabela I1.6 - sprawdzanie réznych typow rozpylaczy powinno si¢ prowadzi¢ w takich samych
warunkach pracy spektrometru. Prosze uzasadni¢ dlaczego stosowano rézne warunki przeptywu gazu
i cieczy?

- str. 85; W tabeli I1.13 podano informacje, Zze jako wzorzec wewngtrzny zastosowano izotop Y(89)
i Rh(103). Prosz¢ o komentarz czy nie lepiej byloby stosowaé szersza gamg izotopoéw (np. Sc, Ta, Ge,
Ga), biorac pod uwage jakie metale zostaly poddane analizie technikg ICP-MS?

- str. 87; Tabela I1.15 i II. 16 - przedstawiono wyniki analiz zawartosci mikroelementéw w lizatach
i mineralizatach  dla roznych rozcienczen probki. Prosze wyjasni¢ skad tak duze rdznice
w oznaczonych poziomach stezen pierwiastkoéw dla réznych rozcienczen ?

- Analize specjacyjng zlota i platyny doktorantka prowadzita przy wykorzystaniu technik
separacyjnych. Czy podane w tabelach I1.18 i I1.19 warunki procesu rozdzielania chromatograficznego
sa wynikiem optymalizacji obu technik chromatograficznych (czy sprawdzano inne kolumny
analityczne, sklad fazy ruchomej, natgzenie przeplywu fazy ruchomej czy objetosé petli dozujacej ?)

Uwagi szczegolowe

- brak definicji dla ICso w wykazie skrotow

- przy tytulach poszczegélnych rozdzialéw umieszczono odnoénik literaturowy, zaréwno w spisie
tresci, jak i w dalsze]j czesci pracy doktorskiej (np. str. 29, 48, 50);

- »nebulizer” (np. str. 73, 74) - powinno by¢ — rozpylacz;

- ,calkowitej ilos¢ platyny i zlota (str.75)- powinno byé- catkowita zawartos¢ platyny i ztota

- tabela I1.20 i 21(str. 104, 107)- aparat — IC MS 7500 ?

- rysunki I1.14-16 (str.91-93)- mato czytelne, biorac pod uwagg ilos$¢ przedstawionych wynikow;




Chcialabym podkresli¢, ze powyzsze uwagi i komentarze maja charakter dyskusyjny i nie
umniejszajg mojej pozytywnej oceny recenzowanej pracy doktorskiej. Podsumowujac chciatabym
Jjednoznacznie stwierdzi¢, ze postawiony cel pracy zostal zrealizowany, a otrzymane wyniki sa
interdyscyplinarne oraz maja istotny aspekt naukowy. Doktorantka w pracy eksperymentalnej
wykorzystala wiele komplementarnych metod instrumentalnych, o czym $wiadczy szeroki zakres
uzyskanych wynikéw badan. Za najwazniejsze dokonania doktorantki, bedace nowoscia naukowa,
uwazam:

- zaprojektowanie obojetnie chemicznego, przeptywowego ukladu dozowania matych objetodci
probek, ktére umozliwito analize zawartosci wybranych pierwiastkow w malej objetosci probki
biologiczne;j technikg ICP-MS, przy jednoczesnym zachowaniu dobrej czutosci;

- wykorzystanie uktadu technik faczonych (techniki separacyjne w potgczeniu z ICP-MS) w analizie
specjacyjnej zlota i platyny w lekach, ktére pozwolito na okreslenie reaktywnosci uktadu cytostatyk-
bioligand w $rodowisku komérek nowotworowych i zdrowych;

- dobranie warunkéw pracy spektrometru ICP-MS do analizy wielopierwiastkowej w materiale
biologicznym;

- przeprowadzenie badan cytotoksycznosci wybranych lekéw wraz z ich rozbudowang ocena pod
wzgledem ich reaktywnos$ci, roznic i wplywu na homeostaze metali w komoérkach rakowych
i zdrowych. Uzyskane wyniki badan dla cisplatyny i auranofiny przy zastosowaniu technik
analitycznych umozliwity na wykazanie konkretnych zaleznosci tych metalolekéw z metalami dla
badanych linii komoérkowych. Poznanie mechanizméw aktywnosci cytostatykéw i zdefiniowanie
czynnikdw wplywajacych na ich dziatanie, jest niezmiernie istotne, przy opracowywaniu nowych
lekow, o lepszej selektywnosci i mniejszej toksycznosci.

Do recenzowanej pracy dostarczono réwniez spis dorobku naukowego doktorantki, ktéry
oceniam bardzo pozytywnie. Bioragc pod uwage zakres wykonanych prac eksperymentalnych, na
podkre$lenie zastuguje wysoka aktywno$¢ konferencyjna. Dorobek naukowy mgr inz. Wioletty
Jakubczak (obejmuje wspélautorstwo 4 prac (w tym 2 w czasopismach z listy JCR) oraz 1 pracy
w czasopi$mie o zasiegu krajowym oraz | rozdzial w monografii. Doktorantka brafa aktywny udziat
w konferencjach krajowych i zagranicznych, gdzie 15 razy prezentowala wyniki badan jako
komunikaty ustne oraz 14 razy jako wystapienia posterowe. Ponadto jest wspotautorka zgloszenia
patentowego P.418883 (2016). Odbyta réwniez 3 miesigczny staz naukowy w ramach programu
Erasmus Plus. Uczestniczyla jako wykonawca projektu badawczego wspoétfinansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki.

Whniosek koncowy

Reasumujac stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Wioletty Jakubczak pt.” ,,Przemiany cytotoksycznych kompleksow zlota i platyny i ich wplyw na
komérkowg homeostaze jondw metali, badane za pomocq spektrometrii mas’™ spelnia wymagania
sformulowanie w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595z pdzniejszymi zmianami).
W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej
o dopuszczenie Pani mgr inz. Wioletty Jakubczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Anetta Ziota-Frankowska



