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Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl publikacji
dotyczacych analizy dzialania cytotoksycznego i metabolizmu kombretastatyny A4 oraz
profilu metabolomicznego ludzkiej linii komoérkowej niedrobnokomoérkowego raka pluc A-
549 z wykorzystaniem mikroekstrakcji do fazy statej (ang. Solid Phase Microextraction).

Temat rozprawy doktorskiej jest nowatorski, poniewaz- pomimo wielu badan
dotyczacych aktywnosci biologicznej kombretastatyny A4- nadal brakuje danych
literaturowych na temat biotransformacji tego zwigzku oraz metod wykorzystywanych do
analiz metabolomicznych w modelu raka ptuc. Wedlug mojej wiedzy publikacje oryginalne
sktadajace sie na cykl rozprawy doktorskiej stanowia jedne z pierwszych doniesien
literaturowych podejmujacych powyzsze zagadnienie.

Praca doktorska liczy 87 stron i obejmuje spis tresci, wykaz stosowanych skrotow,
wstep, wykaz publikacji stanowigcych podstawg do nadania stopnia naukowego doktora, spis
publikacji poza cyklem, przedruki czterech publikacji skladajacych si¢ na  rozprawe

doktorska, podsumowanie, wnioski, o$wiadczenia wspotautorow zawierajacych informacje
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o charakterze ich udziatu, streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz spis
pisSmiennictwa.

Tytut rozprawy doktorskiej odpowiada tematyce zalaczonych publikacji; sa to cztery
prace (dwie pogladowe oraz dwie oryginalne) z lat 2016-2019, opublikowane
w czasopismach ze wspolczynnikiem odziatywania IF (ang. impact factor): Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Pharmacological Reports, Scientific Reports oraz
Talanta o tacznej wartosci IF=13,784 i sumarycznej liczbie punktéw MNiSW=140. Nalezy
podkresli¢, ze Doktorant jest pierwszym autorem prac wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej. Jego wktad autorski jest znaczgcy, co znalazlo potwierdzenie w oswiadczeniach
wspotautorow, ktére zostaly zawarte na koncu rozprawy. Z o$wiadczen wspélautoréw prac
sktadajgcych si¢ na rozprawe doktorska wynika, ze mgr Karol Jaroch byt nie tylko gtéwnym
badaczem, ale odegrat tez wiodacg role w zaplanowaniu do$wiadczen bedacych przedmiotem
tych publikacji, analizie wynikow oraz przygotowaniu manuskryptow.

Prace badawcze, ktore skladaja si¢ na rozprawe doktorskg zostaly wezesniej
pozytywnie ocenione przez redakcje czasopism i niezaleznych recenzentow, co potwierdza,
ze badania zostaly prawidlowo zaplanowane i przeprowadzone przez mgr. Karola Jarocha.

Metodyka i wyniki zawarte w pracach sktadajacych si¢ na cykl rozprawy doktorskiej
merytorycznie nie budzg zadnych zastrzezen. Co wigcej, w pelni zrealizowal cel badawczy,
ktory nakreslil sobie Doktorant we Wstgpie do pracy.

Pierwsza publikacja z tego cyklu (str. 10-25) dotyczy wykorzystania hodowli
komoérkowych w kontekscie ekstrapolacji in vitro-in vivo. W powyzszej pracy pogladowej
Doktorant bardzo trafnie ujal zagadnienie modelowania farmakokinetycznego opartego
o fizjologie (ang. Physiologically Based Pharmacokinetic, PBPK), do ktérego
przeprowadzenia niezbedne sa dane uzyskane w czgsci eksperymentalnej in vitro. Mgr Karol
Jaroch umiejg¢tnie  scharakteryzowal nastepnie modele doswiadczalne in  vifro
wykorzystywane do oceny wchlaniania, rozmieszczenia, metabolizmu i wydalania (ang.
Absorption, Distribution, Metabolism, Extraction, ADME) zwigzkéw chemicznych.
Doktorant zwraca uwage czytelnika na, wcigz niestety rzadko wykorzystywany, model 3D
hodowli komorek, ktéra ma na celu znacznie bardziej wiarygodne odwzorowanie warunkow
panujacych w organizmie w stosunku do tradycyjnego, najczgsciej stosowanego
w eksperymentach in vitro modelu 2D. Hodowle trojwymiarowe wykazujg duzo wigksze
podobienstwo do tkanki pod wzgledem kontaktow mig¢dzykomodrkowych, $ciezek
sygnatowych, ekspresji gendw oraz dystrybucji sktadnikéw odzywczych i tlenu. W mojej

opinii jest to szczegdlnie cenny aspekt omawianej publikacji dotyczacej zagadnienia
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ekstrapolacji in vitro-in vivo. Podsumowujac, chciatabym podkresli¢ aktualno$é i utylitarnosé
podjetej przez Doktoranta tematyki, poniewaz rozwdj badan in silico oraz in vitro wplywa
znaczgco na redukceje liczby zwierzat wykorzystywanych w doswiadczeniach, co wpisuje sie
w nurt badan projektowanych zgodnie z regula 3R (ang. Replacement, Reduction,
Refinement).

W ramach drugiej publikacji (str. 28-37) scharakteryzowano zwiazki z grupy
kombretastatyn, ktére po raz pierwszy zostaly wyizolowane z kory wierzby afrykanskiej pod
koniec lat 80-tych. Doktorant opisal mechanizm dziatania kombretastatyn oraz analize
zaleznosci pomiedzy ich strukturg a aktywnos$cia biologiczng. Dane te uzupelnil o badania
kliniczne fosforanu kombretastatyny Al i A4. Uwazam, ze powyzsza praca pogladowa
stanowi dla czytelnika wartosciowe wprowadzenie do prac oryginalnych wiaczonych do
cyklu rozprawy doktorskiej.

Badania przeprowadzone w ramach trzeciej publikacji (str. 46-54) obejmowaly analize
metabolomiczng zwigzkéw zewnatrzkomorkowych wydzielanych do medium hodowlanego.
Doktorant trafnie dokonat wyboru linii komérkowej raka ptuc, podkreslajac, ze komorki A-
549 byly wykorzystane, jak dotad, tylko do oceny lotnych zwigzkéw organicznych za
pomocg metody Headspace SPME (HS-SPME), co potwierdza Jego bardzo dobrg znajomos¢
literatury z badanego zakresu. W celu wykonania analizy metabolomicznej wykorzystano dwa
protokoty ekstrakcyjne oparte o SPME-LC-MS. W wyniku aplikacji pierwszego protokohu
wytypowano L-argining oraz neuryng¢ jako zwiagzki roznicujgce komorki inkubowane
z kombretastatyng A4 od komorek kontrolnych. Drugi z zastosowanych protokoléw pozwolil
na wyselekcjonowanie trzech zwiazkow: palmitamidu, lumichromu oraz L-homofenylalaniny.
Uzyskane wyniki pokazuja mozliwo$¢ wykorzystania mikroekstrakeji do fazy stalej
w analizach hodowli komoérkowych, co pozwala na uzyskanie informacji o zmianie
metabolizmu na poziomie biochemicznym. Ponadto wykorzystanie widkien o réznej dhugosci
pokrycia faza ekstrakcyjna (2 mm oraz 8 mm) w omawianych dwdch protokotach wskazuje
na elastycznos¢ tej metody. W podsumowaniu Doktorant stwierdza, ze zastosowana przez
Niego metoda charakteryzuje si¢ niskg inwazyjnoscia ekstrakcji, co umozliwia wykonanie
innych oznaczen na tych samych komoérkach. Mgr Karol Jaroch sformutowal powyzszy
wniosek na podstawie przeprowadzonych po ekstrakcji analiz cytotoksycznosci. W tym
miejscu, chcialabym zaznaczy¢, ze uwzglednienie wynikéw dotyczacych dzialania
cytotoksycznego kombretastatyny A4 w powyzszej publikacji daloby pelniejszy obraz
omawianej tematyki. Chciatabym réwniez prosi¢ o uzasadnienie wyboru przez Doktoranta

testu SRB do oceny zywotnosci komérek A-549 pod wpltywem zwigzku badanego.
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W publikacji czwartej (str. 57- str. 66) mgr Karol Jaroch przeprowadzil analize
metabolizmu kombretastatyny A4, w wyniku ktorej potwierdzono, ze gtéwng sciezka jej
biotransformacji jest O-demetylacja i aromatyczna hydroksylacja. Cheialabym podkregli¢, ze
w wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano az 14 struktur metabolitow, z ktorych
osiem zostalo po raz pierwszy opisane przez Doktoranta. Nie stwierdzono w nich réznic
w zalezno$ci od zastosowanej metody: precypitacji biatek czy SPME. Uwazam, ze Doktorant
trafnie sformulowal wnioski sugerujac, ze mikroekstrakcja do fazy stalej moze by¢
z powodzeniem wykorzystywana do badan metabolizmu w modelu in virro m.in. z powodu
braku réznic wzgledem metody precypitacji biatek oraz wydajniejszego oczyszczenia probki
1 mozliwosci oceny analizy w czasie.

W streszczeniu (wersji polsko- i anglojezycznej) Doktorant zawarl podsumowanie
zagadnien w omawianych publikacjach oraz wnioski z przeprowadzonych badan, ktére sa
poprawnie sformutowane.

Z obowigzku recenzenta musz¢ wymieni¢ uchybienia takie jak bledy literowe czy
interpunkecyjne. Uwagi te oczywiscie nie wplywaja na pozytywna ocene merytorycznag
recenzowanej pracy.

W podsumowaniu, nalezy stwierdzi¢, iz Doktorant wykazat si¢ duzg samodzielnoscia
naukowa i umiejetnoscig wyciagania z przeprowadzonych analiz poprawnych wnioskow.
Pragng rowniez podkresli¢, ze praca doktorska charakteryzuje sie trafnoscia wyboru tematu.
W analizowanym cyklu publikacji mgr. Karola Jarocha do$wiadczenia zostaly poprawnie
zaplanowane iwykonane, a uzyskane wyniki przyczyniaja sie do lepszego poznania
omawianej tematyki. Dlatego tez, praca doktorska stanowi cenne uzupelnienie dostgpnego
piSmiennictwa naukowego, stanowigc zarazem podstawe do kontynuowania badan w tej
tematyce.

W mojej ocenie przeditozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Karola Jarocha
spetnia wszystkie ustawowe warunki i kryteria, jakim powinna odpowiadaé¢ praca na stopien
doktora nauk farmaceutycznych. Zwracam sie do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum
w Bydgoszczy o dopuszczenie mgr. Karola Jarocha do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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