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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Palko-Labuz pt. "Analiza wybranych mechanizméw
molekularnych zwigzanych z wplywem statyn i flawonoidéw na komérki linii raka jelita

grubego LoVo i LoVo/Dx"

Opornos¢  wielolekowa jest jednym z najistotniejszych probleméw w terapii
nowotwordw. Dotyczy ona czgsto chemioterapeutykow o bardzo zréznicowanej budowie
chemicznej i zupetnie odmiennych mechanizmach dzialania. Warunkiem powodzenia prac
zmierzajacych do uzyskania skutecznych i selektywnych lekéow przeciwnowotworowych
zachowujgcych aktywno$¢ w  stosunku do nowotworéw opornych na klasyczng
chemioterapig, jak rowniez opracowania efektywnych modulatoréw opornosei wielolekowej,
Jest poznanie mechanizm6w molekularnych dziatania projektowanych zwigzkéw na komérki
nowotworowe. Do zwigzkéw o potencjalnie duzej wartosci onkoterapeutycznej naleza
rowniez polifenole (w tym flawonoidy) pochodzenia ro$linnego oraz statyny.

Dlatego tez uwazam, Ze cel pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Palko-f.abuz, tj.
okreslenie mechanizméw molekularnych zwiazanych z wplywem flawonoidéw i statyn na
komérki raka jelita grubego linii LoVo i jej sublinii o opornosci wielolekowej LoVo/Dx, jest
bardzo istotny nie tylko naukowo, ale réwniez ma potencjalnie bardzo duze znaczenie
kliniczne. Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w Katedrze i Zakladzie Biofizyki
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Michalak.
Jest ona czegscia kompleksowych badan prowadzonych przez Promotora rozprawy
dotyczgcych zjawiska opornosci wielolekowej oraz chemioterapii = eksperymentalne;
NOWOtWOorow.

Praca doktorska Pani mgr inz. Anny Palko-Eabuz liczy 204 strony, zawiera 75
rysunkoéw 1 19 tabel oraz spis literatury liczacy 351 pozycji. Uklad pracy jest typowy dla
rozpraw doktorskich.

W rozdziale pt. "Czgs¢ teoretyczna" Autorka rozprawy przedstawila w sposob zwiezty
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mechanizmy opornosci wielolekowej komoérek nowotworowych. W drugiej czesci tego
rozdzialu Doktorantka przedstawila aktualne dane literaturowe dotyczace aktywnosci
biologicznej i przeciwnowotworowego dziatania flawonoidéw i statyn. Ta czg$¢ rozprawy
swiadezy o dobrej i szerokiej znajomosci zagadnien bezposrednio zwigzanych z tematykg
pracy doktorskiej. Chciatabym przy tym podkreslié znajomosé najnowszej literatury, gdyz
znaczgca czg$¢ cytowanych przez Doktorantke pozycji pochodzi z okresu ostatnich 10 lat.
Wsréd nich znajdujg sig¢ réwniez prace najnowsze z lat 2012-2015. Spis literatury zostat
przygotowany w sposob na ogot bardzo staranny, chociaz znajduja sie¢ w nim drobne bledy
edytorskie, a cytowanie pracy Hendrich A.B. jest niekompletne.

Cel pracy oraz zadania badawcze zostaly sformutowane w sposéb jasny i nie budzacy
zadnych watpliwosci merytorycznych. Znaczaca cze$¢ zaplanowanych badan dotyczyla oceny
efektu cytotoksycznego réznych zwigzkéw (flawonoidéw, statyn i doksorubicyny, tj.
klinicznie uzywanego leku przeciwnowotworowego) stosowanych samodzielnie, jak réwniez
w roznych dwuskladnikowych oraz tréjskladnikowych kombinacjach na komérki raka jelita
grubego linii LoVo i jej sublinii o opornosci wielolekowej LoVo/Dx (odpowiednio z
aktywnym, jak i wyciszonym genem MDRI, kodujacym glikoproteine P — jedno z gtéwnych
bialek opornosci wielolekowej). Waznym zadaniem badawezym Doktorantki bylo rowniez
okreslenie wplywu badanych zwigzkéw na ekspresic genéw MDRI, BCRP i MRPI
kodujgcych biatka opornosci wielolekowej nalezace do transporteréw ABC odpowiedzialnych
za aktywny eksport lekéw z komoérek opornych. Istotnym elementem pracy bylo tez
dokonanie oceny wptywu tych zwigzkéw na poziom antygenu jadrowego proliferujgcych
komoérek (PCNA), okreslenie ich wlasciwosci proapoptotycznych oraz zbadanie wplywu na
wlasciwosci  termotropowe modelowych bfon lipidowych. W celu ustalenia zaleznogci
wStruktura-aktywnos¢ (SAR)” do badah wybrano 15 starannie wyselekcjonowanych
flawonoidéw nalezacych odpowiednio do flawanonéw lub flawonéw roznigeych sie miedzy
soba liczbg i potozeniem grup hydroksylowych i metoksylowych. Nie podano natomiast, jakie
byly kryteria wyboru do badan dwoich wyselekcjonowanych statyn: simwastatyny i
mewastatyny. Nie zawsze przedstawiono tez w pracy kryteria wyboru okrelonych
flawonoidéw do badai ich dzialania w kombinacjach ze statynami i doksorubicyna.

Opis materialéw i metod badawczych stosowanych w pracy jest wystarczajacy do
interpretacji uzyskanych wynikéw, jak rowniez do ewentualnego powtorzenia doswiadczen.
W rozprawie przedstawiono tez metody analiz statystycznych zastosowane w pracy.
Stwierdzam, ze Doktorantka jest do$wiadczonym eksperymentatorem, bardzo dobrze
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stosowanych w pracy technik z zakresu biologii molekularnej, biochemii, biofizyki oraz
farmakologii molekularne;j.

Otrzymane przez Doktorantk¢ wyniki zostaly przedstawione na 57 starannie
wykonanych rysunkach oraz zestawione w postaci 10 tabel zamieszczonych w podrozdziale
2.4. "Wyniki" oraz 9 tabel znajdujacych si¢ w suplemencie rozprawy, ktére podsumowuja
rezultaty analiz statystycznych otrzymanych danych eksperymentalnych dotyczacych réznic
pomiedzy aktywnoscig cytotoksyczng badanych zwigzkow stosowanych samodzielnie oraz w
kombinacjach dwusktadnikowych i tréjsktadnikowych. Przytoczone powyzej liczby $wiadcza
o ogromie pracy wykonanej przez Doktorantke. Nielatwa interpretacje uzyskanych wynikow
ufatwiajg starannie opracowane tabele zbiorcze 8-10. Warto bylo natomiast zamiesci¢ w
rozprawie bardziej szczegélowe legendy do rysunkéw przedstawiajgcych wyniki
przeprowadzonych badan z podaniem m.in. zastosowanych stezen zwigzkéw oraz czasu ich
inkubacji z komorkami.

Doktorantka stwierdzila zréznicowany wplyw badanych flawonoidéw i statyn
zar6wno na komorki raka jelita grubego linii LoVo, jak i jej sublinii o opornosci wielolekowej
LoVo/Dx, dzialajacych samodzielnie oraz w kombinacjach. Uzyskane przez nig wyniki
dotyczace wplywu badanych zwigzkéw na ekspresje genéw kodujacych biatka eksportujace
ABC, potencjal proliferacyjny komoérek, indukcje apoptozy oraz wlasciwosci termotropowe
modelowych blon lipidowych wskazuja na zlozone molekularne mechanizmy ich
przeciwnowotworowego dzialania. Autorka rozprawy starala si¢ dokonaé ostroznej
interpretacji uzyskanych wynikéw, biorac pod uwage réznice strukturalne badanych
zwigzkOw. Nalezy jednak zauwazy¢, Zze przy omawianiu niektérych wynikéw, np.
dotyczacych wplywu badanych zwigzkéw na ekspresje gendw MDRI, BCRP i MRPI,
Autorka rozprawy sugerowata odpowiednio wzrost lub spadek poziomu mRNA i kodujacych
je biatek, podczas gdy zamieszczone wyniki przeprowadzonych analiz wykazatly, ze
obserwowane r6znice nie byly istotne statystycznie. Duza czg$¢ badan przeprowadzonych
przez Autorke rozprawy zostala wykonana przy stalych stezeniach molowych zwigzkéw np.
50 pM Iub 100 pM. Zwazywszy jednak na fakt, ze badane flawonoidy i statyny maja
zréznicowang aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do komoérek LoVo i LoVo/Dx, wydaje
sig, ze warto byloby przeprowadzi¢ te oznaczenia réwniez przy stgzeniach wywotujacych ten
sam efekt cytotoksyczny (np. ICy, ICso lub ICg). Doktorantka wskazuje réwniez na
synergistyczne dziatanie niektorych flawonoidéw i statyn zastosowanych w ukladach
dwusktadnikowych oraz trojskladnikowych zastosowanych razem z doksorubicyna. Dla
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izobolograficzne stuzace do oceny interakcji pomiedzy zwiazkami, podawanymi w réznych,
scisle okreslonych kombinacjach.

Ostroznie przeprowadzona wieloplaszczyznowa dyskusja uzyskanych wynikow na tle
wynikéw innych autoréw $wiadezy o duzej dojrzatosci badawczej Pani mer inz. Anny Palko-
Labuz. Zwraca tez uwage duza wnikliwo$é i odpowiedzialnos¢ Doktorantki przy
formutowaniu wnioskow. Warto moze jednak bylo, obok podania 17 szczegélowych
wnioskdw  czastkowych,  sformulowa¢ kilka ogélnych  wnioskow koncowych
podsumowujgcych bardzo bogate wyniki eksperymentalne uzyskane przez Doktorantke.
Cennym jest rowniez wskazanie przez Autorke rozprawy perspektyw dalszych badan
dotyczacych m.in. wplywu badanych flawonoidéw i statyn na wiasciwosci blon
biologicznych i sygnalizacje komérkows zachodzaca z udziatem biatek i lipidéw blonowych.

Rozprawa, mimo ze porusza zlozone zagadnienia dotyczace biologii molekularnej i
farmakologii eksperymentalnej nowotworéw, a uzyskane przez Doktorantke wyniki
nigjednokrotnie nie s fatwe w interpretacji, zostala zredagowana w sposéb bardzo
przejrzysty, co znaczaco ulatwia jej odbiér. Praca napisana jest poprawnym jezykiem
naukowym, chociaz Autorce nie udato sie unikngé pewnych niescistosci nomenklaturowych
m.in.: i. LoVo/Dx nie jest linia oporna na doksorubicyne tylko sublinia o opornosci
wielolekowej wyprowadzong z linii LoVo z zastosowaniem doksorubicyny jako czynnika
selekcyjnego; ii. wskazanym jest raczej stosowanie wyrazen »ekspresja/nadekspresja genu”
niz ,.ekspresja/nadekspresja biatka™; iii. kaspaza 3 jest proteaza cysteinowa, a nie Serynowa.
Mam tez kilka drobnych uwag szczegolowych, gléwnie o charakterze redakcyjnym: i. w
podrozdziatach 2.2. ,Materiaty” i 2.3. ,Metody” zalecane jest podawanie polskich nazw
stosowanych odczynnikéw; ii. w podrozdziale 2.3. ,,Metody” czes¢ przedstawiajaca warunki
hodowli komérek nowotworowych LoVo i LoVo/Dx (str. 50) nalezaloby uzupehié m.in. o
podanie informacji dotyczacej czgstotliwosci przeszezepiania komérek oraz zaznaczenie, czy
komorki LoVo/Dx byly hodowane w obecnosci doksorubicyny jako czynnika selekcyjnego;
iii. w pracy zamieszczono wprawdzie krétka informacje o tym, ze sprawdzono wplyw
ukladow rozpuszczalnikéw na badane procesy i ze wszystkie wyniki uzyskane dla
flawonoidéw i statyn zostaly odpowiednio skorygowane o ten efekt, warto byloby jednak
dodaé, w jakim zakresie miescity si¢ wyniki uzyskiwane dla ukladéw rozpuszczalnikéw w
badanych zakresach stezen; iv. na Rys. 27-29 obok wynikéw otrzymanych dla komérek
transfekowanych siRNA anty-mdrl nalezaloby réwniez przedstawié wyniki uzyskane dla
komorek transfekowanych kontrolnym siRNA; v. zdanie zamieszczone na str. 136: , W
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CYP344” wymaga korekty merytorycznej, gdyz w komérkach linii LoVo i sublinii LoVo/Dx
wykazano nie tyle sama obecno$¢ genu CYP344, ile obecnosé jego mRNA, $wiadczaca o
ekspresji tego genu w badanych komérkach; vi. w pracy mozna bylo pominaé¢ zamieszczenie
Rys. 15, Rys. 18, Rys. 21 oraz Rys. 30, gdyz struktury badanych flawonoidow i statyn zostaly
juz wezesniej przedstawione na Rys. 12-14, niektére tez tresci przedstawione szczegolowo w
podrozdziatach 2.2. ,Materialy” i 2.3. ,Metody” zostaly jeszcze raz niepotrzebnie powtdrzone
w podrozdziale 2.4. ,,Wyniki”.

Te drobne uwagi wymienione powyzej nie rzutujg jednak na moja wysoka ocene
merytoryczng pracy. Cheiatabym jednoczesnie podkresli¢ ogromny wkiad pracy Doktorantki,

o czym $wiadczy ilos¢ wynikéw zaprezentowanych w rozprawie.

W podsumowaniu oceny pracy stwierdzam, ze jest ona znaczacym osiggnigciem
naukowym Doktorantki i jej Promotora zrealizowanym z wykorzystaniem nowoczesnych
metod badawczych. Przedstawione w rozprawie wyniki, dotyczace mechanizméw
molekularnych zwigzanych z wptywem flawonoidéw i statyn na komorki raka jelita grubego
linii LoVo i jej sublinii o opornosci wielolekowej LoVo/Dx, sa bardzo wartosciowe zaréwno
pod wzgledem poznawczym, jak rowniez aplikacyjnym i moga stanowié¢ wazny punkt wyjscia
do dalszych badan. Oceniana rozprawa $wiadczy réwniez o duzej wiedzy Doktorantki w
zakresie biologii molekularnej nowotworow, opornosci wielolekowej oraz farmakologii
eksperymentalnej. Dowodzi takze opanowania przez nig bogatego warsztatu metodycznego.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.) i
wnoszg do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Palko-Labuz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, ze wzglgdu na wysoki poziom metodyczny i naukowy recenzowanej rozprawy
doktorskiej, ogrom wlozonej pracy, jak rowniez duze potencjalnie znaczenie aplikacyjne

uzyskanych wynikéw, przedktadam Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie rozprawy.



