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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Olechowskiej zatytulowanej
»Badanie wplywu kwasu 2-hydroksyoleinowego na modelowe membrany lipidowe
w kontekscie poszukiwania mechanizmu aktywnosci antynowotworowej tego leku”
wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie
pod kierunkiem dra hab. Pawta Wydro, prof. UJ

Celowos¢ podjecia tematu

Wedtug najnowszych prognoz Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w 2030 r. na raka
chorowa¢ bedzie 22,2 milionéw ludzi. Eksperci przewiduja, ze najwigkszy wzrost
zachorowan, bo az o 90%, nastapi w krajach rozwijajgcych sig. W najblizszym dziesigcioleciu
w USA nowotwory beda glowna przyczyna zgondéw, a w Polsce, wedtug prognoz, w 2025 r.
zachorowalnos¢ na raka ma si¢ zwigkszy¢é az o 40%. Powyisze dane potwierdzajg, ze
schorzenie to jest i bedzie wyzwaniem dla wspdtczesnej cywilizacjt, gdzie tryb zycia,
chemizacja rolnictwa, niewlasciwy stosunek do ekologii, a przede wszystkim
zanieczyszczenie Srodowiska maja bezposrednie przelozenie na rozwdj choroby.
Pocieszajacym dla tych niepokojacych statystyk moze byé fakt, ze z roku na rok, dzieki
wysitkom naukowcéw i postgpowi wspofczesnej nauki w obszarze medycyny, chemii,
farmacji, biologii molekularnej poprawia si¢ skuteczno$¢ leczenia raka. Na catym $wiecie
prowadzone sg zaawansowane badania (zar6wno in vitro, jak i in vive) przynoszgce
zdumiewajace efekty. Z drugiej strony niezadawalajaca skuteczno$é tradycyjnych metod
leczenia nowotwordw, sklania do cigglego poszukiwania nowych rozwigzafi, w tym terapii na
poziomie molekularnym. Konieczne sg intensywne badania interdyscyplinarne, pozwalajace
na opracowanie skutecznych, ale i bezpiecznych metod leczenia nowotwordw. Innowacyjna
metoda walki z nowotworami stafa si¢ terapia celowana, stosunkowo nowy sposéb leczenia
{znany od ok. 25 lat) polegajacy na specyficznym oddziatywaniu na biatka sygnatowe
komoérek nowotworowych. Do tej grupy rozwigzan nalezy metoda terapeutyczna okreélana
jako lipidowa terapia membranowa (MLT), polegajaca na modyfikacji skfadu oraz struktury
bton biologicznych indukujgcych zmiany lokalizacji i aktywnosci - biatek blonowych
odpowiedzialnych za regulacjg szlakéw sygnatowych komorek.

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Olechowskiej dotyczy
powyzszej problematyki, a dokfadniej badan nad nowym lekiem typu MLT. Tak wiec
problematyka badawcza podjeta w ramach doktoratu jest jak najbardziej aktualna i w pefni
uzasadniona zaréwno w aspekcie poznawczym, jak i aplikacyjnym. Nalezy podkresli¢, ze
dysertacja Pani mgr Karoliny Olechowskiej wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu



Jagiellofiskiego w Krakowie, w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii, w Zespole
Fizykochemii Powierzchni, pod kierunkiem Pana dra hab. Pawla Wydro, prof. UJ, jest praca
0 charakterze interdyscyplinarnym z pogranicza chemii oraz biologii molekularnej. Dla
mtodego naukowca niewatpliwe stanowi to ogromne wyzwanie, gdyz musi posia$é wiedze
nie tytko w obszarze dziedziny, w ktérej ma uzyskaé stopief naukowy, ale takze w dziedzi-
nach pokrewnych, niezbednych z punktu widzenia realizowanej tematyki badawcze;.

Charakterystyka i ocena pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Olechowskiej stanowi obszerne, jednolite
opracowanie obejmujace 188 stron maszynopisu. Struktura recenzowanej rozprawy jest
wiasciwa dla prac o charakterze do$wiadczalnym. Prace doktorska rozpoczyna rozdziat
Wprowadzenie i cel pracy, po ktérym nastgpuje czgs¢ teoretyczna (zatytulowana Czesé
literaturowa), czg$é doswiadczalna (nazwana Czesé eksperymentalna) oraz wyniki badan i ich
oméwienie w rozdziale zatytulowanym Dyskusja wynikéw. Dalej przedstawione zostaty
wnioski, spis cytowanej literatury, a takze wykaz dorobku naukowego Autorki. Proporcje
pomigdzy zagadnieniami o charakterze podstawowym i opisem badan wihasnych zostaty
wiasciwie wywazone. Praca zostala poprawnie zaplanowana, poszczegblne: rozdziaty
logicznie nastgpujg po sobie. Recenzowana rozprawa ma bardzo staranng, ciekawa szate
graficzng, napisana jest poprawnie pod wzglgdem jezykowym. W tekscie znajdujg sie jedynie
pojedyncze bigdy interpunkcyjne oraz nieliczne usterki o charakterze edytorskim.

W czgdei pierwszej rozprawy Wprowadzenie i cel pracy Autorka pokrétce zarysowala
tematyke badan oraz motywacje podjecia problematyki badawczej, a takze sformutowata cel
swojej rozprawy doktorskiej. Gtéwnym celem naukowym recenzowanej dysertacji byto
przeprowadzenie kompleksowych badan dotyczacych charakterystyki oddziatywan kwasu
2-hydroksyoleinowego (20HOA) z gtéwnymi lipidowymi skfadnikami bion komérkowych
oraz okreslenie wptywu badanego leku typu MLT (Minerval) na stabilnos¢, ptynnosé,
przepuszezalnosé, stopien uporzadkowania, a takze morfologie modelowych membran
biologicznych.

Czgsc teoretyczna (liczaca 54 strony maszynopisu, w tym 25 rycin) podzielona zostata na
pig¢ podrozdziatdw. W podrozdziale pierwszym Czesei literaturowej Autorka zdefiniowata
btony biologiczne, a nastepnie szczegétowo opisata gléwne sktadniki biomembran: lipidy
blonowe oraz rafty lipidowe. W dalszej czesci oméwione zostaty zmiany bfon biologicznych,
zwigzane z procesami nowotworzenia, wywolane zaburzeniem skladu lipidéw blonowych.
W drugim podrozdziale, poswigconym oméwieniu lipidowych terapii membranowych (MLT)
Autorka scharakteryzowata pigé opisanych w przedmiotowej literaturze mechanizméw
dziatania lekéw typu MLT, natomiast w kolejnym, trzecim podrozdziale scharakteryzowata
leki typu MLT wykazujace potencjat antynowotworowy: syntetyczae lipidy antynowotwo-
rowe, nienasycone kwasy thuszczowe oraz kwas 2-hydroksyoleinowy (syntetyczny analog
kwasu oleinowego, charakteryzujacy si¢ dtuzszym okresem pditrwania w organizmie niz jego
prekursor). Ostatni, bardzo obszerny, piaty podrozdziat dotyczy metod otrzymywania oraz
technik badania trzech typéw najbardziej znanych i powszechnie stosowanych modelowych
bton komérkowych, umozliwiajacych $ledzenie procesow zachodzacych w naturalnych
membranach: monowarstw Langmuira, liposoméw oraz blon lipidowych osadzonych na
podiozu statym.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Czeéé literaturowa rozprawy doktorskiej Pani mgr
Karoliny Olechowskiej oparta jest na ogromnej ilosci doniesien literaturowych. Autorka



w calej dysertacji cytuje 401 prac dotyczacych omawianej problematyki, sposrod ktérych
zdecydowana wigkszo$¢ zostala opublikowana w ostatnich dwéch dekadach. Dobér cytowan
oraz sposob wykorzystania materiaféw zZrédtowych jest w mojej ocenie jak najbardziej
poprawny i swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Pani mgr Karoliny Olechowskiej
zarowno do prowadzenia wielowatkowych badar eksperymentalnych, jak i dyskusji
otrzymanych wynikow.

Przeglad literaturowy ma charakter interdyscyplinarny, porusza bowiem zagadnienia
z kilku obszaréw tematycznych (biologii molekularnej, medycyny, farmacji, chemii i fizyko-
chemii powierzchni). Napisany jest w bardzo zwatrte], czytelnej formule. Informacje zawarte
w Czgsci literaturowej, wiasciwie dobrane i poprawnie opracowane, umiejetnie przyblizaja
problematyke recenzowanej rozprawy, a takze stanowig dobra podbudowe teoretyczng do
czgsci doswiadczalnej.

W Czesci eksperymentalnej (liczacej 7 stron maszynopisu) Autorka szczegdtowo opisata;
1} materialy i odczynniki stosowane w badaniach; 2) wykorzystang aparaturg wraz z opisem
procedur eksperymentalnych, a takze 3) skiad badanych ukfadéw jedno-, dwu- i wielosktadni-
kowych jedno- i dwuwarstwowych modelowych bion komoérkowych.

Zarbéwno dobér, jak i opis stosowanych metod badawczych jest poprawny. Wybrane
techniki eksperymentalne umozliwity Autorce realizacje poszczegdlnych zadan badawczych
i zatozonych celéw pracy.

Zasadnicza czgécia rozprawy s Wyniki bader oraz ich oméwienie przedstawione
w rozdziale zatytutowanym Dyskusja wynikéw (18 stron, 7 rysunkéw). Wyniki badas zebrane na
65 stronach Autorka zilustrowata w formie 49 bardzo starannie opracowanych rysunkow.

Recenzowana rozprawa zawiera bardzo obszerny, wielowgtkowy materiat badawczy
obejmujacy badania dla: 1) jednoskfadnikowej monowarstwy kwasu 2-hydroksyoleinowego,
2) 10 monowarstw dwusktadnikowych zawierajacych Jeden z glicerofosfolipidéw najbardziej
rozpowszechnionych w blonach komoérek eukariotycznych oraz rézny udziat molowy kwasu
20HOA, a takze 3) dla kilkunastu réznych wielosktadnikowych uktadéw lipidowych, ktorych
skfad dobrano w sposéb pozwalajacy na analize wpiywu struktury fosfolipidow (polarnej
gltowy oraz hydrofobowego faficucha lipidu) na oddziatywania z kwasem 20HOA oraz na
analizg wplywu kwasu 2-hydroksyoleinowego na: a) model zaréwno zdrowej, jak i zmienio-
nej nowotworowo zewnegtrznej warstwy bfon komorkowych ssakéw i raftu lipidowego;
b) wiasciwosci modelowych membran w kontekscie antynowotworowej aktywnoéci badanego
leku; ¢} wiasciwodei jedno- i dwuwarstwowych uktadéw zawierajacych lipid kationowy
bedacy sktadnikiem potencjalnych nosnikéw leku antynowotworowego.

Doktorantka przeprowadzita bardzo szczegdlowa charakterystyke modeli jednowarstwowych
W oparciu o analizg zarejestrowanych izoterm cinienia powierzchniowego w funkeji
powierzchni przypadajacej na czasteczke. Przeanalizowata stabilnos¢, stany fizyczne oraz
scisliwoéé  wytworzonych monowarstw, a takze ich morfologi¢ na podstawie obrazéw
uzyskanych technika mikroskopii kata Brewstera. W przypadku ukladéw wielosktadnikowych
oszacowata oddzialywania migdzyczasteczkowe oraz mieszalnosé skiadnikéw. Ponadto dla
wybranych modelowych membran dwuwarstwowych Autorka przedstawita opis fizykochemicz-
nych wiasciwosci liposoméw, stworzony na podstawie wynikéw pomiardw dynamicznego
rozpraszania Swiatta, potencjatu zeta, anizotropii fluorescencji znacznika fluorescencyjnego oraz
miareczkowania spektrofluorymetrycznego. Doktorantka wykazata, ze rezultaty eksperymentow
przeprowadzonych na modelach jednowarstwowych i dwuwarstwowych charakteryzowaly sie
duzg zgodnoscia.



przeanalizowata wptyw kwasu 2-hydroksyoleinowego zardwno na morfologie, jak i fizykoche-
miczne oraz termodynamiczne wlasciwosci bion biologicznych, a takze okreglita wiasciwosci
potencjalnych liposomowych nognikéw kkwasu 2-hydroksyoleinoweg0 zawierajacych lipid
kationowy EPOPC/DOPC. Za najbardziej znaczace osiagniecia Doktorantki uwazam:

1} Wykazanie duzego powinowactwa kwasu 20HOA w stosunku do modelowych rafiéw
lipidowych, ktére ulegajg znaczacemy uptynnieniu i dezorganizacji pod wplywem
czasteczek 20HOA, co potwierdza szczegdlng rolg tych mikrodomen w antynowotworo-
wym mechanizmie dziatanja badanego leku.

2) Wskazanie na selektywne dziafanie kwasuy 20HOA w stosunku do komorek patolo-
gicznych na podstawie analizy oddziatywan 20HOA z modelowymi bfonamj fibro-
blastéw | komérek czerniaka,

3) Przebadanie modelowych membran komorek leukocytéw i dwéch linij komorek
biataczkowych, ktére pozwolity stwierdzi¢, iz czgsteczki kwasu 20HOA wywieraja
silniejszy efekt uptynniajacy | dezorganizujacy na modelowy uklad HL-60 oraz
wykazuja wieksza tendencje do wbudowywania si¢ w strukture tych membran,

4) Wykazanie, ze liposomy typu EPOPC/DOPC/20HOA dzigki dodatniemu ladunkowi
i posiadanym wiasciwosciom fizykochemicznym moga poprawi¢ efektywnoéé dostar-
czania kwasu 20HOA do komérek patologicznych.

Lektura recenzowanej dysertaci nasungta mi nastepujace spostrzezenia:
1) Wprawdzie w pracy przedstawiono bardzo obszerny materiat eksperymentalny jednakze

inng temperature przejscia fazowego co 0znacza, Ze temperatura w sposob istotny wplywa
na ich stan fizyczny oraz wzajemne oddziatywania.

2) Zastanawiajgcym jest dlaczego Doktorantka w przypadku wszystkich badanych
monowarstw stosowata wode jako subfaze, a nie roztwor wodny o fizjologicznym pH,
charakterystycznym dla roznych komérek ustrojowych. Uzycie subfazy o zadanym pH
dostarczytyby cennych informacji o wptywie warunkéw srodowiskowych na oddziatywa-
nie kwasu 2-hydroksyoleinowego z lipidowymi sktadnikami udzkich blon komdrkowych
(Barceld F. i inn, Molecular Membrane Biology, 21, 261-268 (2004)). Ciekawe bylyby
eksperymenty, w ktérych jako subfaza zostatby uzyty roztwér o danym pH lub inny typ
badan, w ktérych woda pierwotnie zastosowana jako subfaza zostataby wymieniona (np.
przy uzyciu pompy) na wodny roztwér o zadanym pH (i temperaturze fizjologicznej),




W toku takich ‘eksperyment()w mozliwe byloby przeanalizowanie oddziatywan
migdzyczasteczkowych w rozwazanych wieloskladnikowych modelowych blonach
biologicznych z uwzglednieniem wptywu fizjologicznego otoczenia blon rzeczywistych.

Uwazam, ze na podkreslenie zastuguje nie tylko wysoki poziom merytoryczny pracy, ale
rowniez estetyka, jakos¢ i starannosé edycyjna recenzowane]j rozprawy doktorskiej. Jedynie
nieliczne zapisy wymagaja korekty, np.:

1) Autorka stosuje bigdny zapis nazwiska Blodgett,

2) W wielu miejscach w pracy (str. 42, 73,74, 76- 79, 81, 86, 87, 93, 94, 97, 98, 101, 104,
114, 122, 128, 134, 139-141, 144, 145 i 147) zamiast poprawnego zwrotu cisnienie
powierzchniowe zastosowano nieprawidtowe skrétowe okreslenie cisnienie.

3) Zaréwno w czgsci Wyniki, jak i Dyskusja wynikéw oraz Waioski wielokrotnie czytamy
0 ,Jkorzystnych” \ub niekorzysinych oddzialywaniach migdzyczgsteczkowych” ¢o nie jest
w petni jednoznacznym okresleniem. Zapewne Autorka miafa na mysli ,fermodynamicz-
nie korzystne” lub ,, termodynamicznie niekorzystne oddzialywania migdzyczgsteczkowe ™.
Stosowanie takiej skréconej formy zapisu nie jest poprawne.

4) Na str. 155 Autorka pisze o wysokim fadunku powierzchniowym. Bardziej poprawne
bytoby okreslenie duzy tadunek powierzchniowy.

5) Z kolei na str. 155 i 156 czytamy o Whajbardzief optymalnym” rozmiarze, skladzie, Zwrot
whajbardziej optymalny”, choé czesto uzywany, nie jest poprawny. Stowo “optymalny”
pochodzi z taciny — optimus, a oznacza: ‘najlepszy’. Jest przymiotnikiem niestopniowal-
nym — jego pierwotne znaczenie jest juz wiasciwie w stopniu najwyzszym — nie potrzebuje
zatem przystéwka “najbardziej” .

6) Na str. 67 podano szybkos¢ zsuwania barierki podczas spreZania monowarstwy jedynie
w cm*min. Nalezalo réwniez podaé wartosé liniowej szybkosci przesuwu barierek, tj.
w przeliczeniu na cmvmin lub mm/min.

7) W pracy brak informacji dotyczacej charakterystyki wody stosowanej jako subfaza (pH,
przewodnictwo elektrolityczne).

Wyzej wymienione usterki w 2aden sposob nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng
dysertacji, ani na moja pozytywna ocene recenzowanej pracy. Rozprawe doktorskg Pani mgr
Karoliny Olechowskiej uwazam za bardzo wartosciowa i interesujgca. Dysertacja ta jest
dowodem doskonatej znajomosci podjetej problematyki. Autorka wykazata si¢ szeroka wiedza
1 umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia interdyscyplinarnych badan z pogranicza chemii
oraz biologii molekularnej. Przedstawiona w pracy tematyka badawcza jest nowatorska,
interesujgea i aktualna, a zastosowane metody badawcze zostaty dobrane w sposdb whasciwy, co
umozliwito skuteczng realizacje wytyczonych celéw.

Podsumowanie

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Karoliny
Olechowskiej zostafa whasciwie zaplanowana oraz poprawnie zrealizowana. Praca posiada
duza wartos¢ poznawcza, reprezentuje bardzo wysoki poziom naukowy, a uzyskane przez
Autorke wyniki majg cechy nowosci naukowej i znacznie poszerzajg wiedze dotyczacy
lipidowej terapii membranowej w zakresie badaf nad efektami inkorporacji kwasu 20HOA
do membran stanowigcych modele zewngtrznej warstwy ludzkich blon komérkowych oraz
raftu lipidowego, a takze wplywem 20HOA na modelowe blony komérek zdrowych i pato-



logicznych. Doktorantka przeprowadzita szereg interesujacych eksperymentéw, uzyskata
wiele oryginalnych wynikéw o charakterze nowoséci naukowej, z ktérych znaczna czedd
zostata juz opublikowana w dobrych czasopismach naukowych o obiegu miedzynarodowym,
a takze w bardzo licznych materiatach konferencyjnych, Na dotychczasowy dorobek naukowy
Autorki skfadajg sig 3 prace dotyczace wynikéw zamieszezonych w dysertacji, a takze 4 inne
wspotautorskie publikacje, jak réwniez 43 wystapienia konferencyjne w postaci 41 posteréw
i 2 komunikatéw. Dorobek ten jednoznacznie stanowi o znaczeniu tematyki i wartosci badan
realizowanych przez Pania mgr Karoling Olechowska, ale takze o ogromnej pracowitosci
i aktywnosci naukowej Doktorantki.

Reasumujgc pragng podkreslié, ze biorac pod uwage warto$é poznawczy pracy oraz
zawarte w niej elementy nowosci naukowej, a takze sposdb interpretacji uzyskanych
wynikow stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa Pani mgr Karoliny Olechowskiej
odpowiada wymaganiom ustawowym okreslonym w art. 13. ustawy z dnia 14.03.2003 r.
Whnioskuj¢ do Rady Wydzialw Chemii UJ o dopuszczenie pracy doktorskiej Pani mgr
Karoliny Olechowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz do publicznej
obrony. :

Jednoczesnie biorac pod uwage wartos¢ poznawczg przedstawionych w dysertaji
wynikéw, ktére Autorka uzyskata w efekcie poprawnie przeprowadzonych interdyscyplinar-
nych badad z pogranicza chemii oraz biologii molekularnej wnosze do Wysokiej Rady o
wyroznienie niniejszej pracy doktorskiej.



