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1. Wartodéé naukowa rozprawy

a. Oryginalnodé badan:

Podjeta przez mgr Katarzyne Sladowskg tematyka badan wpisuje sie w aktuaine wciaz dazenia
do opracowania skuteczniejszych metod leczenia przeciwnowotworowego z  zastosowaniem
chemiocterapeutykow, gdyz te obecnie dostepne, mimo wprowadzania wcigz nowych, w tym
celowanych lekdw przeciwnowotworowych nie sg zadowalajgce. Nieustannym problemem pozostajg
takze skutki uboczne, o ograniczenie ktorych daza naukowey planujgcy nowe strategie terapeutyczne
w leczeniu przeciwnowotworowym.

Autorka podjefa sig zbadania aktywnodci przeciwnowotworowej pochodnych fenytoiny, a wiec
rwiazkdw chemicznych niezbyt dobrze dotad zbadanych pod tym katem, stosujac jako model komérki
ludzkich linii bialaczki promielocytarnej i chioniaka. Uzyskane obiecujgce wyniki tych badan, w tym
ocena zaleznosci aktywnosci biclogicznej od struktury chemicznej badanych zwiazkdw dajag podstawe
do twierdzenia, ze tego typu pochodne mogga stanowic baze do opracowania nowych serii analogow i
ich oceny pod katem SAR oraz wytypowania zwigzkdw wiodacych do dalszych analiz. Uzyskane wyniki
dajg takze wglgd w potencjaine mechanizmy dziafania przeciwproliferacyjnego pochodnych fenytoiny.

b. Wartoic¢ naukowa rozdziatdw/artykutdw:

Badania przeprowadzone przez mgr Katarzyne Sladowskg zostaly wykonane na 2 ludzkich
liniach biataczki i chioniaka. Wykorzystata ona w badaniach 4 pochodne fenytoiny o zrdinicowanej
strukturze chemicznej, stwierdzajac, iz pochodna oznaczona symbolem PHI, nie zawierajgca w swojej
strukturze podstawnika bromoalkilowego, wykazuje znacznie stabszg aktywnos¢ przeciwproliferacyjng
wobec tych komdrek. Pozostate 3 pochodne rdwniez réznily sie miedzy sobg aktywnoscia, dajac
Autorce podstawy do stwierdzenia, e wprowadzenie dodatkowego podstawnika (obok
bromoalkilowego) do czasteczki fenytoiny prowadzi do zwiekszenia potenciatu biologicznego.
Jednakze petna analiza zaleznosci pomiedzy strukturg i akiywnoscig tego typu zwigzkdw z pewnoscia
wymagataby bardziej licznej serii pochodnych fenytoiny. W dalszych badaniach Autorka w sposob
kompleksowy ocenita wplyw 3 sposrdd 4 poczgtkowo badanych pochodnych na réine parametry
$mierci komdrek oraz na cykl komdrkowy. Wyniki tych badan pozwalajg stwierdzi¢, ze badane
pochodne fenytoiny mogg indukowad zardwno apoptoze, jak i prowadzi¢ do nekrozy; w traktowanych
nimi komdrkach uruchamiajg sie takze procesy autofagii, mogace mied znaczenie ochronne lub tez
prowadzi¢ do $mierci komaorki, co moze wynikac z np. zastosowanego stezenia badanego zwigzku.
lednoczesnie nastepuje zaburzenie przebiegu cyklu komdrkowego. Ta szeroka charakterystyka
aktywnosci biologicznej pochodnych fenytoiny umozliwita zaproponowanie mechanizmu dziatania
badanych zwigzkow, jako czynnikdw alkilujgcych zasady azotowe nukleotyddw, co jednak wymaga
potwierdzenia doswiadczalnego.



Biorac pod uwage skaposc dostepnych danych literaturowych omawiajgcych potencjaine wilasciwosci
przeciwnowotworowe pochodnych fenytoiny, podejscie naukowe do analizy ich wilasciwosci
biologicznej zaproponowane przez Autorke uwazam za w pelni uzasadnione. Przeprowadzone badania
dostarczyly szeregu nowych informacji na temat wpltywu tych zwigzkdéw na komérki nowotworowe,
uwazam takze, Ze otwierajg one droge do dalszych badan w obszarze tej ciekawej tematyki.

Wyniki swoich badan mgr Katarzyna Sladowska opublikowata w dwdéch pracach: indian J Exp
Biol 2016 (IF=0.934), gdzie zawarto wyniki obejmujgce pierwszg czesé pracy, dotyczgcg wplywu
badanych 4 pochodnych fenytoiny na proliferacje komdrek HL-60 i U937 oraz w Anticancer Res 2017
{IF=1.935), gdzie opublikowano pozostate wyniki badari.

2. Wartosé meryioryczna rozprawy

W pierwszej czesci rozdziatu ,wstep”, wprowadzajgcego w tematyke rozprawy doktorskiej,
mgr Katarzyna Sladowska skupifa sie na omoéwieniu pochodnych hydantoiny o potwierdzonych
wiasciwosciach przeciwnowotworowych, omawiajac réwniez pochodne stosowane w prakiyce
klinicznej {w raku prostaty}, sama fenytcine i jej pochodne, w tym te, ktdre staly sie przedmioctem jej
badan. Autorka przedstawia przyczyny, dia kitdrych skupita sie na ocenie tych witasnie 4 pochodnych.
Ta czes¢ wstepu jest bardzo wainym elementem pracy podsumowujgcym dotychczasowy stan wiedzy
na temat zastosowania pochodnych hydantoiny, jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych.
W dalszej czesci wstepu autorka przechodzi do bardziej technicznych zagadnien, zwigzanych z
modelem uzytym do badan i zastosowanymi technikami badawczymi. Z jednej strony takie
wprowadzenie systematyzujgce zagadnienia, ktdre bedg analizowane jest cenne, ale z drugiej strony
oczekiwatabym raczej szerszego omdwienia samych pochodnych hydantoiny i ich dotad opisanych
wiasciwosci przeciwnowotworowych, w tym poznanych mechanizmédw dziatania, z mniejszym
naciskiem na zagadnienia techniczne.

Autorka jasno formutuje cel pracy i szczegdtowo omawia zastosowang w pracy metodvke
badawcza. Mgr Katarzyna Sladowska zastosowata szereg analiz cytometrycznych i mikroskopowych,
ktore w peini umozliwily osiggniecie zafozonego celu. Wyniki zaprezentowano na przejrzystych,
czytelnych wykresach, w tabeli oraz zilustrowano mikrofotografiami, przeprowadzono szczegélowsg
analize statystyczng danych.

Uzyskane wyniki zostaly streszczone w rozdziale dyskusja, ktdry podzielono pod katem
stosowanych metod badawczych. Osobiscie bardziej cenie dyskusje wynikdw prowadzone pod katem
ich znaczenia merytorycznego, a nie pod kgtem uzytych technik badawczych, jednakze rozumiem, iz
dysponujac niewielkim zasobem danych literaturowych dostepnym do zderzenia z whasnymi wynikami,
tak skonstruowana dyskusja byia latwiejsza do przeprowadzenia. W dyskusji wyrdzniajg sie 2 jej
ostatnie rozdzialy, ktdre potwierdzajg, iz doktorantka posiada umiejetnosci krytycznej analizy
uzyskanych danych i sprawnie postuguje sie dostepnymi danymi literaturowymi do ich interpretacii.
Na zakonczenie Autorka formuluje poprawnie 6 wnioskdw, z kitdrych niektére sg raczej
podsumowaniem wynikdw.

3. Poprawnosc redakcyina rozprawy
Praca ma ukiad typowy dla eksperymentalnych prac biologicznych, napisano jg jasnym

jezykiem; nie dostrzegam istotnych bleddw jezykowych. Rozdzialy podzielono na logicznie
skonstruowane podrozdziaty utatwiajgce $ledzenie tredci pracy. Tak wiec od strony redakcyjnej prace
przygotowano w sposob profesjonalny i staranny.



4, Uwagli krytyczne
Jak wspomniatam wczesniej, odniostam wrazenie, ze wprowadzenie w zagadnienia zwigzane z

poznanymi dotad wiasciwosciami przeciwnowotworowymi pochodnych hydantoiny moglo by byc
poszerzone. Wigze sie z tym takze pewien niedosyt dotyczacy informacji na temat wyboru tych 4
wiasnie pochodnych do badania: nie wiadomo spoérdd jakiego panelu pochodnych je wybrano,
pochodne o jakich modyfikacjach chemicznych odrzucono itp. Ponadto, wydaje sie iz nalezato takze
przeprowadzi¢ badania, chocby z wykorzystaniem testu MTT, dla wyselekcjonowanych ,negatywnie”
przykiadowych pochodnych, aby potwierdzic w tescie biologicznym poprawnosc¢ przewidywania
bioinformatycznego. W badaniach tych brakuje takze wynikdw dia samej fenytoiny lub innego zwigzku
referencyinego o potwierdzonej aktywnosci.

Mam takze pytanie odnosnie wybranego modelu badawczego. Diaczego akurat biataczka i
chioniak, jako model badawczy, skoro w mechanizmie dziatania tych zwigzkdw mistyby odgrywac role
napieciowo-zalezne kanaty sodowe obecne w komérkach raka piersi. Czy zidentyfikowano je takie w
komdrkach wybranych, jako modelowe?

Naukowecey, jak i sama Autorka zwracajg uwage na koniecznosé dazenia do ograniczania
skutkdw ubocznych nowych lekdw. Jedng z mozliwosci wyeliminowania z dalszych badan zwigzkdw
potencjalnie toksycznych, jest ocena ich cytotoksycznosci wobec komdrek prawidiowych. Czy
przeprowadzono takie badania?

W tabeli 1 zaprezentowano IC50 badanych pochodnych. IC50 zwigzku PHZ | PH4 sg zblizone,
zardwno wzgledem siebie, jak i sg zblizone pordwnujgc obie linie komdrkowe ujete w badaniach.
Natomiast zwigzek PH3 jest stabiej aktywny. Do dalszych badan wybrano takie same stezenia dis
wszystkich zwigzkdw, niezaleznie od wyznaczonego IC50, a wiec 50 uM (tj. zblizone do IC50 PH2 i PH4
oraz PH3 wobec HL-60) oraz 100 uM (ti. zblizone do IC50 PH3 wobec US37) — czy doktorantka mogiaby
skomentowad ewentualny wplyw takiego doboru stezen na uzyskane wyniki badan i interpretacje tych
wynikow.

Ryc. 271 28 — brak odchylen standardowych; ponadto, gdyby wszystkie zwigzki ujeto na jednym
wykresie, fatwiej byloby poréwnywac je miedzy soba.

W rozdziale ,metody” punkt 2.4 podano, iz zastosowano 0.4% r-r DMSO, jake kontrolny,
ktorego stezenie ckreslono doswiadczalnie ,aby nie wywierafo cytotoksycznego wptywu na komaorki
leukemiczne”. Czy nalezy przez to rozumied, ze 0.4% stezenie DMSO zastosowano do rozpuszczenia
zwigzkdw, niezaleinie od ich stezenia stosowanego w badanich?

5. Ocena konicowa:

Podsumowujac, mgr Katarzyna Sladowska zaprezentowata szerokg charakterystyke nowych
pochodnych fenytoiny o potencialnym zastosowaniu przeciwnowotworowym, dobrze wprowadzifa
czytelnika w tematyke badawczg, zaprezentowata w sposdb czytelny zastosowane metody badawcze |
opisala szczegdlowo uzyskane, ciekawe wyniki swoich analiz. Zamieszczone uwagi krytyczne nie
umniejszajg znaczenia tych badan, a mam nadzieje, bedg poczatkiem interesujgcej dyskusji w czasie
obrony tej rozprawy. Badania te uwazam za bardzo wartosciowe, otwierajgce droge do dalszych analiz,
zaréwno dla chemikéw opracowujacych nowe czasteczki, jak i dia biclogdw zastanawiajacych sie nad
mechanizmami opisanej przez doktorantke aktywnosci tych czgsteczek.

Na tej podstawie ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr
Katarzyny Sladowskiej spetnia warunki okreslone w art. 13.1 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.
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