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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Karola Jarocha pt.: ,Badania cytotoksycznosci i metabolizmu
kombretastatyny A4 oraz analizy metabolomiczne linii komdrkowych
z wykorzystaniem nowatorskich metod mikroekstrakcyjnych”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. farm. Barbary Bojko.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy opracowania metodyki opartej
o mikroekstrakcje do fazy statej (SPME) w celu analizy zmian metabolomicznych hodowli
komérkowych in vitro. Przedmiotem badanh byta linia niedrobnokomérkowego raka ptuca — A549,
traktowana kombretastatyng A4 (CA4). Ponadto oceniono metabolizm CA4 przeprowadzajac m.in.
badania na szczurzych mikrosomach réwniez przy zastosowaniu SPME. W obu badaniach, do
oznaczenn wykorzystana zostata chromatografia cieczowa sprzezona z wysokorozdzielcza
spektrometrig mas. Potgczenie ekstrakcji prébki przy pomocy SPME z analizg wielkoskalowa, jakg jest
metabolomika, to nowoczesny sposéb prowadzenia badarn naukowych. Rozwéj SPME w badaniach
biomedycznych ma m.in. kluczowe znaczenie ze wzgledéw etycznych. Technika ta dzieki swojej
niskiej inwazyjnosci skutecznie przyczynia sie do ograniczenia liczby zwierzat w badaniach in vivo.
Ponadto umoiliwia prowadzenie badan z kilkukrotnym wykorzystaniem tego samego osobnika.
Natomiast w przypadku badari na hodowlach komérkowych, SPME umozliwia wielokrotng analize tej
samej prébki w czasie lub wykonanie innych oznaczeri na tych samych komérkach. Podjety temat
badan jest réwniez istotny ze wzgledéw medycznych. Niedrobnokomérkowy rak ptuca stanowi ok.
80% przypadkow wszystkich pierwotnych nowotworéw uktadu oddechowego, ktére przyczyniaja sie
do najwigkszej liczby zgonéw chorych na ztosliwe nowotwory. Kombretastatyna A4 oraz jej prolek
w postaci fosforanu to zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym, bedace obecnie przedmiotem
wielu badan klinicznych, w tym dotyczacych leczenia niedrobnokomérkowego raka ptuca. W zwigzku
Z powyzszym, poznanie mechanizmu dziatania CA4 na komorki niedrobnokomérkowego nowotworu

ptuca oraz identyfikacja produktéw metabolizmu tego zwigzku, to tematy wazne i aktualne.



Przedtozona mi do recenzji rozprawa liczy 87 stron i ma charakter nowatorski, sktadajac sie
z powigzanego cyklu 4 publikacji (2 prace poglagdowe i 2 oryginalne) o tgcznej liczbie 140 punktéw
MNIiSW i tgcznym wskazniku Impact Factor réwnym 13,874. We wszystkich publikacjach mgr Karol
Jaroch jest pierwszym autorem, a w jednej z nich rédwniez autorem korespondencyjnym. Tresc
rozprawy podzielona jest na 8 czesci, ktére poprzedza spis tresci oraz wykaz stosowanych skrétow.
We wstepie Autor przytacza korzysci ptynace z prowadzenia badan in vitro oraz in silico, ktére
pozwalajg na ograniczenie liczby zwierzagt wymaganych do przeprowadzenia badania, oraz wspomina
o koniecznosci wprowadzania takich procedur, ktdére zredukujg stopien cierpienia zadawanego
zwierzetom laboratoryjnym. Jak podaje Autor, wtasnie w tym ostatnim aspekcie kluczowe jest
wykorzystanie techniki SPME do pobierania od zwierzat materiatu do badan, gdyz metoda ta
charakteryzuje sie niskg inwazyjnoscig oraz umozliwia prowadzenie eksperymentéw z kilkukrotnym
wykorzystaniem tego samego osobnika. W dalszej cze$ci wstepu Autor przedstawia charakterystyke
zwigzkéw z grupy kombretastatyn skupiajgc sie na ich pochodzeniu, budowie oraz mechanizmie
dziatania na komérki nowotworowe. Ostatnia czesé¢ wstepu poswiecona jest mikroekstrakcji do fazy
statej. Autor przedstawia atuty tej techniki w porédwnaniu do innych metod ekstrakcji, wskazujgc
rowniez na jej przydatnos$é w badaniach metabolomicznych oraz metabolizmu, gdyz zastosowanie
SPME pozwala na jednoczesng ekstrakcje metabolitéw z natychmiastowym hamowaniem reakcji
enzymatycznych. Zagadnienia zwigzane z wykorzystaniem hodowli komdrkowych w badaniach
ukierunkowanych na odkrywanie nowych lekéw oraz z wtasciwosciami kombretastatyn zostaty

szczegdtowo przedstawione w pracach poglagdowych bedgcych czescig rozprawy doktorskiej.

W kolejnym rozdziale sformutowany jest jasny i zrozumiaty cel pracy, ktory jest podzielony

na cel gtdwny oraz trzy wypunktowane cele szczegétowe.

Nastepny rozdziat zatytutowany jest ,,Cykl publikacji bedgcy podstawg rozprawy doktorskiej”.
W rozdziale tym Autor wskazuje publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej oraz jedng
publikacje pogladowg spoza cyklu, ktéra omawia wykorzystanie techniki SPME w medycynie
translacyjnej i badaniach nad nowymi lekami, a mgr Karol Jaroch jest jej wspdtautorem. Dalsza czesé
tego rozdziatu poswiecona jest badaniom wtasnym, ktére sg zebrane w dwéch podrozdziatach, kazdy
poswiecony danej pracy oryginalnej. Mam jedng uwage techniczng do tego rozdziatu. Moim
zdaniem, lista publikacji powinna znalez¢ sie na poczatku rozprawy doktorskiej, zaraz po spisie tresci,
natomiast podrozdziaty poswiecone pracom oryginalnym powinny by¢ oddzielnymi rozdziatami

umiejscowionymi bezposrednio po celu pracy.



Pierwszy podrozdziat poswiecony pracy badawczej zatytutowany jest ,Analiza
cytotoksycznosci  kombretastatyny A4z wykorzystaniem  modelu linii  komédrkowej
niedrobnokomérkowego raka ptuc A549”. W badaniach opisanych w tej czesci pracy, mgr Karol
Jaroch testowat réine protokoty ekstrakcyjne (ekstrakcja w naczynku chromatograficznym lub
w ptytce wielodotkowej) badajgc jednoczesnie wptyw podania kombretastatyny A4 lub fosforanu
kombretastatyny A4 na zmiany w zwigzkach zewnatrzkomérkowych wydzielanych do medium
hodowlanego przez komdrki niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Po przeprowadzeniu obu metod
ekstrakcji Autor uzyskat podobng liczbe unikalnych wartosci stosunku masy do tadunku (m/z)
w badanych prdébkach, co wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania SPME w analizie hodowli
komérkowej bezposrednio w ptytkach wielodotkowych. Ponadto, jak podaje Autor, przy
odpowiednej optymalizacji SPME nie wyczerpuje ztoza matrycy biologicznej, co umozliwia
prowadzenie badan zaleznosci w czasie z tej samej probki, a po zakonczeniu ekstrakcji wykonanie
innych oznaczen na tych samych komérkach. Badania wptywu kombretastatyny A4 i jej fosforanu na
metabolizm komodrek nowotworowych pozwolity Autorowi zaobserwowad¢ zmiany w takich
metabolitach jak L-arginina, neuryna, palmitamid, lumichrom oraz L-homofenyloalanina.

W drugim podrozdziale przedstawiona jest analiza metabolizmu kombretastatyny A4
z wykorzystaniem réznych metod badawczych. W celu oceny metabolizmu CA4, Autor przeprowadzit
wielokierunkowe badania sktadajgce sie m.in. z obliczen in silico, reakcji elektrochemicznych czy tez
przeprowadzajgc oznaczenia na szczurzych enzymach mikrosomalnych wykorzystujgc m.in. technike
SPME. W wyniku przeprowadzonych badan mgr Karol Jaroch zaproponowat czternascie struktur
metabolitéw CA4, z ktérych jedynie sze$¢ byto wczesniej opisanych przez innych autoréw. Ponadto,

wykonane badania pozwolity Autorowi na wskazanie gtdwnej Sciezki metabolizmu kombretastatyny.

Uzyskane wyniki badan mgr Karol Jaroch podsumowuje w rozdziale 4, a wyciggniete wnioski
przedstawia w trzech punktach w kolejnym rozdziale. S3 one klarowne i w sposdb rzeczowy
odpowiadajg na postawione cele pracy. Autor zauwaza, ze wykorzystanie mikroekstrakcji do fazy
statej jako techniki analitycznej umozliwia prowadzenie analiz metabolomicznych prébek
biologicznych, co jest zwtaszcza przydatne gdy ilos¢ materiatu do badan jest ograniczona. Ponadto
wskazuje, ze kombretastatyna A4 oraz jej prolek wykazujg efekt biologiczny wzgledem linii
nowotworowej niedrobnokomérkowego raka ptuca, a gtéwnym szlakiem metabolizmu CA4 jest

demetylacja oraz hydroksylacja.



W dalszej czesci zebrane sa oswiadczenia wszystkich wspétautoréw publikacji wchodzacych
w skfad rozprawy okreslajgce ich indywidualny wkiad w powstan'ie tych prac. Nastepnie
przedstawione sg streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, a na koricu znajduje sie spis
pismiennictwa. Wyszczegélnionych jest w nim tylko 5 pozycji, jednak kazdej z publikacji wchodzacych
w sktad rozprawy towarzyszy spis wykorzystanej literatury. | tak, przygotowujac prace pogladowe
Autor positkowat sie odpowiednio 111 i 60 publikacjami naukowymi, za§ w pracach badawczych

uwzglednionych jest 29 i 24 pozycji literaturowych.

Podsumowujgc uwazam, iz w przedtozonej mi do oceny rozprawie wykorzystane zostaty
nowatorskie metody badawcze, ktére zostaty dobrane adekwatnie do zatozonych celéw badawczych.
Spektrum zastosowanych metod, uwzgledniajgce techniki in silico i in vitro, wskazuje na szeroki
warsztat badawczy mgr Karola Jarocha. Uzyskane wyniki poszerzajg naszg wiedze odnoénie wptywu
kombretastatyny na komdrki niedrobnokomérkowego raka ptuca oraz szlakéw metabolizmu tego
leku. Rozprawa zostata bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem edytorskim. Drobna uwaga to
btad w skrécie metody ekstrakcji ciecz-ciecz, ktéra jest nazwana LEE, zamiast LLE od angielskiego
liquid-liquid extraction. Btedny skrét znajduje sie w liscie skrotéw oraz w jednym miejscu na stronie
38. W dalszej czesci rozprawy jest juz stosowany skrét LLE. Ponadto na stronie 27 powinno byé

L

»Zagadnienia zwigzane 2z wifasciwosciami kombretastatyn...” zamiast ,Zagadnienia zwigzane

z wilasciwosciami kombretastatynami...”, a na stronie 43 ,,...dlatego istotnym elementem rozwoju

"

badan opartych o linie komérkowe...” zamiast ,...dlatego istotnym elementem rozwoju badan
opartych o linie komdrkowej...”. Jednak wymienione btedy edytorskie, jak réwniez pozostate uwagi
znajdujgce sie w recenzji nie podwazajg warto$ci merytorycznej przeprowadzonych badani
i znaczenia uzyskanych wynikow.

Biorgc pod uwage catos$¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, iz spetnia ona warunki okreslone
w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 poz. 882 z pdin. zm.). Whnioskuje zatem do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy o przyjecie niniejszej rozprawy doktorskiej

i dopuszczenie mgr Karola Pawta Jarocha do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Biatystok, dn. 25.03.2019 r.
Zatacznik: Wniosek o wyréinienie pracy doktorskie;.
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