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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Majzner
»Spektroskopia oscylacyjna w farmakologii $r6dblonka”

na stopien doktora nauk chemicznych

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa napisana zostala pod kierunkiem prof. dr hab.
Malgorzaty Baraniskiej oraz prof. dr hab. Stefana Chlopickiego. Tematem pracy doktorskiej
mgr Katarzyny Majzner jest opracowanie metodyki oceny wewnatrzkomoérkowych zmian

biochemicznych w pojedynczej koméree §rédblonka.

Praca doktorska mgr Katarzyny Majzner skiada si¢ z Czesci teoretycznej (35 stron), Celu
pracy (2 strony), Czesci eksperymentalnej (50 stron), Podsumowania (1 strona), Wnioskéw 2
strony), Spisu 134 pozycji Literatury oraz Spisu dorobku naukowego Doktorantki. Zalaczono
takze 6 publikacji wspélautorstwa Doktorantki, bezposrednio Zwigzanych z recenzowang
przeze mmie pracg doktorska, o tgcznym wspéiczynniku oddziatywania IF 22.89, z ktérych

dwie zostaly zacytowane w rozprawie doktorskiej pod numerem [92) i {125].

W Czgsci teoretycznej mgr Katarzyna Majner opisata podstawy spektroskopii ramanowskiej,
W tym mapowania ramanowskiego, przedstawila metody analizy widm, zar6wno
standardowe, jak i chemometryczne. Przedstawila takze problemy doboru odpowiednie]

analizy widm tak skomplikowanych obiektéw jak struktury wewnatrzkomérkowe komérki,

W osobnym podrozdziale opisala zastosowanie spektroskopii ramanowskiej do badaf

biomedycznych, mozliwosci jej wykorzystania w polaczeniu z mikroskopia i zalety
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konfokalnego spektrometru ramanowskiego do opisu zmian biochemicznych w pojedynczej

komorcee.

W kolejnym podpunkcie Czeéci teoretycznej Doktorantka opisuje budowe komérki oraz
podaje jej charakterystyke spektralng w Tabeli I za [45] (Applied Spectroscopy Review
2007), zaznaczajac optymistycznie, ze ,,mozna stosunkowo latwo przypisa¢ poszczegdlne
pasma do zwigzkéw takich jak lipidy, bialka i kwasy nukleinowe”. Opisuje takze krétko
cytometri¢ obrazows - metode referencyjna stosowang przez nig dla spektroskopii
ramanowskiej. Nastepnie Autorka przedstawia funkcje érodblonka oraz budowe kropli
lipidowych. Identyfikacja wielu biatek zwigzanych z kroplami lipidowymi wskazuje, ze poza
magazynowaniem i metabolizmem thiszczéw, uczestnicza w innych procesach
komérkowych, Spektroskopia ramanowska dostarcza nie tylko informacji na temat skladu
biochemicznego kropli lipidowych, ale takze dystrybucji sktadnikéw biochemicznych, co

wykorzystala Doktorantka w swojej pracy.

Kolejny podrozdziat tej czegsci przynosi wiadomosci o daunorubicynie (DNR),doksorubicynie
(DOX) - lekach z grupy antracyklin o dzialaniu cytostatycznym oraz ich epimerach —
epidoksorubicyne (EDOX) i epidaunorubicyne (EDNR).

Najwigkszg wadg stosowanych dotychczas antracyklin jest ich wysoka toksycznosé, w
szczegoOlnosei grozna dla Zycia pacjentéw - kardiotoksyczno$é. Z tego powodu antracykliny
stanowig grupg zwigzkéw nadal intensywnie badanych. Poszukuje si¢ pochodnych o wyzszej
i/lub zachowanej aktywnodci cytotoksycznej oraz znacznie obnizonej toksycznosei. Autorka
wskazala, ze niewielkie réznice w budowie chemicznej warunkuja aktywnosé i

cytotoksycznos¢ badanych przez nig antracyklin.

Daunorubicyna (DNR) wycofana ze wzgledu na znaczne powiklania kliniczne. Epimery DOX
i DNR - EDOX i EDNR wykazuja znacznie mniej skutkéw ubocznych przy jednoczesnie
poréwnywalnym efekcie terapeutycznym. Autorka opisuje przypuszczalne mechanizmy
dziatania badanych antybiotykéw antracyklinowych: interkalacja do DNA, hamowanie
enzymow syntezy DNA — topoizomerazy I i I oraz tworzenie wolnych rodnikéw

uszkadzajacych DNA i prowadzacych do peroksydacji lipidow.
Autorka przedstawila przypuszczalny mechanizm kardiotoksycznego dzialania antracyklin

Dobrze, ze zwrécita uwage, ze dla niskich stezeA DOX interkalacja do DNA ma nieznaczny

wplyw na konformacje DNA.




3

Autorka cytuje prace , w ktérych spektroskopia ramanowska zostala wykorzystana do

wyjasnienia mechanizmu interkalacji komérka-antracyklina.

Autorka przytacza prace Guo et. z 2009 r opisujgca zmiany w widmach ramanowskich
hepatocytéw powodowane wzrastajgcym stezeniem doksorubicyny w ukladzie, wskazuj ace na

interkalacje DOX z DNA za pomoca wigzaf wodorowych w pozycji N7 guaniny.

Czy jednak antracykliny interkaluja miedzy pary zasad azotowych, jest dyskusyjne.
Kwestionuja to prace miedzy innymi A.G.Pate].

Kwestionuja mechanizm interkalacji i wytwarzania wolnych rodnikéw  jako istotny
klinicznie, gdyz do wystapienia tych efektéw stezenie  doksorubicyny musiatoby by¢
zZnacznie wyzsze niz to stosowane przez pacjentéw. Twierdza, ze doksorubicyna pobudza
syntezg lipidu-ceramidu, ktéry powoduje aktywacje transkrypeyjnego prekursora CREB3L1
. DOX stymuluje proteolityczny rozktad tego prekursora powodujac przy tym zablokowanie
mnozenia si¢ komérek rakowych.

Stres oksydacyjny, ktérego efektem jest nasilona obecnosé reaktywnych form tlenu oraz
zaburzeniem mechanizméw antyoksydacyjnych, jest jednoczesnie jedna z przyczyn
zwigkszonej produkeji thuszezy nienasyconych w okolicy jadra komoérkowego.

Nie poznano jeszcze do konca wszystkich mechanizméw laczacych hiperglikemie z
zaburzeniami budowy i funkcji i Sciany naczyniowej. Wiadomo jednak, ze hiperglikemia
odgrywa szczegdlng role w wytwarzaniu stresu oksydacyjnego [Ceriello et al. 2000].

W rozdziale Cel pracy Doktorantka przedstawila zatozenia swoich badan wykorzystujgeych
technike  mapowania ramanowskiego do oceny wewngtrzkomoérkowych  zmian
biochemicznych w pojedynczej koméree $rédblonka. Zalozyta, ze obserwacja mechanizméw
odpowiedzi $rédblonka na stymulacje lekami z grupy antracyklin (DOX, DNR, EDOX i
EDNR) oraz stresem oksydacyjnym spowodowanym inkubacja w glukozie, jak réwniez
tworzenia kropli lipidowych wywolane stymulacja kwasem arachidonowym, ze ta obserwacja

wyjasni zmiany biochemiczne w komérkach $rodblonka i rol¢ ciatek lipidowych,

W czeéei Materialy i metody Autorka opisata metody (hodowla komérkowa, oznaczanie

uwalnianej prostacykliny) i techniki (opis spektrometru ramanowskiego wyposazonego w
mikroskop konfokalny, mikroskop sit atomowych).
Doktorantka przytloczona odpowiedzialnoscia za niezwykle trudny eksperyment stracita

cZujno$¢ w jego opisywaniu. Umkneto Jej uwadze brak podrozdziatu ,,Odczynniki”, czyli
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Materiaty. Tam znalaztyby sic dane o producentach lekéw (DOX, DNR, EDOX i EDNR).
Czytelnik dowiedzialby sie, czy stosowano substancje czynne zakupione, czy tez oczyszczane

z preparatu leczniczego.

Mgr Katarzyna Majzner utatwila sobie nieco opisywanie wynikéw i ich dyskusje jednoczac te
dwa rozdziaty w jeden Rozdzial - Wyniki i dyskusja.

Autorka przedstawita metodyke, ktéra wykorzystuje spektroskopie Ramana (mapowanie
ramanowskie) do analizy zawartosci antracyklin w jadrze komérki $rédblonka ludzkiego
pozyskanej z zyty pepowinowej linii EA.hy926. Wykazata, ze DNR (wycofana z zastosowan
klinicznych) najsilniej kumuluje sie w jadrze komérkowym przy nizszych stezeniach niz
DOX, EDOX, EDNR. Zaobserwowata stres oksydacyjny w siateczce endoplazmatycznej dla
wysokich stezen wszystkich badanych antracyklin.

Wdrozenie spektroskopii Ramana jako metody diagnostycznej przyspieszyloby badania, a co
za tym idzie, umozliwilo zbadanie wiekszej liczby pacjentéw w tym samym czasie,
obnizyloby koszty, a w przypadku niektérych choréb polepszyto jakosé zycia pacjenta

poprzez unikniecie bolesnych badan.

Mimo, Ze badania $rédblonka za pomocg techniki spektroskopii ramanowskiej sg
prekursorskie i rozwijane przez zespoly naukowe prof. Malgorzaty Baranskiej i prof. Stefana
Chiopickiego, to wiele traci praca pozbawiona dyskusji z publikacjami innych autoréw,

nawet jesli badania swoje prowadzili stosujac inne techniki.

Polstronicowe podsumowanie konczy czgsc eksperymentalng. Spis literatury zawiera 134
prace, w tym 7 prac, w ktorych wspélautorami sg promotorzy Doktorantki. Mgr Katarzyna
Majzner przedstawia dalej swéj bogaty dorobek naukowy, tj. 14 prac oryginalnych, w tym 1
krajowa i 1 podrecznik, w ktérym to dorobku wyodrgbnia 6 pozycji bezpostednio zwigzanych
z tezami rozprawy doktorskiej. Tym bardziej brakuje szerokiego calosciowego omdwienia
eksperymentéw opisanych i ocenionych przez recenzentéw czasopism indywidualnie dla
kazdej pracy na tle stanu wiedzy i mozliwosci eksperymentatorskich innych oérodkéw. Te
uwagi jednak dotycza Doktorantki tylko dlatego, ze posiada ona juz niezaprzeczalnie duzy jak
na osobg, ktdra dopiero wchodzi w zycie naukowe, dorobek. Gdyby nie to, nie byloby
powodu, aby recenzent doktoratu zyczyl sobie oméwienia DOROBKU doktoranta a nie tylko

wynikéw pracy, na tle prac innych naukowcow.
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Po doglgbnym zapoznaniu sie z trescig przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej Pani
mgr Katarzyny Majzner stwierdzam, ze jest pracg wartosciows i bogata w nowe elementy
poznawcze. W pelni odpowiada ona wymogom stawianym rozprawom doktorskim, okreslone
w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r., nr 65, poz. 595;

z pbzniejszymi zmianami), Ma ona charakter naukowy i aplikacyijny.
¢

Ponadto, biorac pod uwage nowatorskie podejscie do podjetego tematu, wazne nie tylko z
naukowego, ale takze aplikacyjnego punktu widzenia, potwierdzone wspdlautorstwem w 6
publikacjach w renomowanych czasopismach o sumarycznym wspétezynniku oddziatywania
IF 22.89, sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Majzner, jesli
pozostale kryteria nie stoja na przeszkodzie. Gtéwnym argumentem przemawiajacym za
wyréznieniem tej pracy jest nie tylko odwazne podj¢cie przez mgr Katarzyng Majzner préby
zastosowania spektroskopii ramanowskiej do celéw diagnostycznych, ale podjecie jej z

sukcesem, co byé moze zostanie w przysztosci wykorzystane w praktyce.

Przedkladam Panu Dziekanowi oraz Wysokiej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagiellohskiego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Majzner do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




