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RECENZJA

Pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Cuprych-Belter pt.: ,,Synteza oraz badanie aktywno$ci
biologicznej izotiocyjanianéw wobec linii komorkowych raka pecherza moczowego”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Wietrzyk oraz dr hab. Marcina Sienczyka
w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej Zakladzie Onkologii
Doswiadczalnej, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk
oraz w Katedrze Chemii Organicznej i Medycznej Wydzialu Chemicznego, Politechniki

Wroclawskiej.

Tematyka, ktora zostata podjeta w rozprawie doktorskiej Pani mgr Moniki Cuprych-Belter
zostala poswigcona ciggle bardzo aktualnym zagadnieniom poszukiwania nowych strategii
lerapeutycznych, kiore mogq zostac uzyte w leczeniu choréb nowotworowych. Z uwagi na fakt, ze
choroby nowotworowe stanowiq drugq gléwng przyczyng smierci w krajach wysoko rozwinietych
podjety temat ten wydaje si¢ by¢ szczegélnie istotny. W laboratoriach na calym S$wiecie
poszukiwane sq zwigzki chemiczne umozliwiajqce uzyskania maksymalnego efektu terapeutycznego
przy akceptowalnych dla pacjenta efektach ubocznych. Obecnie najwigksze nadzieje budzg
strategie zaprojektowane tak aby selektywnie blokowaé kluczowe dla przetrwania komodrek
nowotworowych szlaki przekazywania sygnatéw lub szlaki metaboliczne. Takie strategie,
precyzyjnie  skupione na wybranych celach molekularnych, szlakach sygnatowych lub
metabolicznych wydajq sie by¢ szczegdlnie interesujgce i cenne z punktu widzenia ich zastosowania
w klinice co wigcej sq one rowniez interesujgce z punktu widzenia badar podstawowych
zmierzajqcych do jeszcze lepszego poznania biologii komdrek nowotworowych. W swoich
poszukiwaniach Doktorantka przyjrzata sie lekom i strategiom terapeutycznym biorgcym za cel
mechanizmy — odpowiedzialne za proliferacje  komdérek nowotworowych ze szczegdlnym
uwzglednieniem izotiocyjanianow oraz prob ich uzycia w terapii lekoopornych nowotwordéw
pecherza moczowego. Pomimo, ze w swojej pracy Autorka postanowita postuzyé sie, jako modelem

hodowlami in vitro to wydaje si¢, ze tak dobrze przemyslana analiza modulacji
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wewngtrzkomorkowych szklakéw zwiqzanych z regulacjq proliferacji komdrek nowotworowych z

wysokim prawdopodobievistwem moze okazaé sie skuteczna réwniez w warunkach in vivo.

Dysertacja ma typowy uklad, rozpoczyna si¢ od streszczenia w wersji polskiej i angielskiej,
wykazu skrdtow. spisu tresci, wstepu, i celu pracy, opisu uzytych materialdw i zastosowanych
metod, omdéwienia wynikéw, dyskusji, wnioskéw, pismiennictwa wykazu rycin i tabel oraz
bibliografii. Na koricu pracy mozna zapoznaé sig z dotychczasowym dorobkiem naukowym Autorki,
ktory na tym etapie rozwoju kariery mozna uznaé za obiecujqcy biorge pod uwage, ze w latach
2019-2021 zostata Ona wspdlautorkq czterech prac opublikowanych w prestizowych czasopismach

naukowych znajdujgcych si¢ na liscie Journal Citation Reports.

Wstep

W bardzo obszernym, liczqcym okolo 50 stron wstgpie Autorka przybliza czytelnikowi wiekszo$¢é
zagadnien niezbednych do zrozumienia zagadnier poruszanych w pracy. W tym rozdziale Autorka
przedstawila w przystgpny sposéb podstawowe aspekty zwigzane z epidemiologiq raka pecherza
moczowego, przedstawila réwniez czynniki ryzyka oraz podstawowe strategie uzywane w
diagnostyce tego nowotworu. W dalszej czesci czytelnik moze zapoznaé si¢ z opartym na
klasyfikacji histologicznej podziale nowotworéw pgcherza moczowego i poznaé charakterystyczne
cechy molekularne komdrek raka pecherza moczowego. Opisane sq réwniez podzialy oparte na
wyglgd komdrek i glebokosé ich naciekania oraz ocena stopmia zréinicowania oraz
zaawansowania raka pecherza moczowego. Przedstawiona zostala klasyfikacja molekularna raka
pecherza moczowego .w tym markery molekularne raka pgcherza moczowego. W kolejnej czesci
wslepu opisane sq obecnie stosowane sposoby leczenia nowotwordw pecherza moczowego w tym
sposoby leczenia chorych na ich formy nieprzerzutujqce i przerzutujgce. W nastepnej czesci
opisano zagadnienia zwigzane z opornoScig komorek nowotworowych na najczesciej stosowane
lerapeutyki a wigc cisplatyne gemcytabing alkaloidy vinca, doksorubicyne i metotreksat. W
koncowej  czgsci Autorka  przyblizyla  czytelnikowi bedgce przedmiotem Jej rozprawy
izotiocyjaniany opisujgc te zwiqzki pod kqtem ich wystepowania, wlasciwosci oraz dzialania
przeciwnowotworowego ze szczegdlnym uwzglednieniem ich wpbywu na cykl komérkowy, indukcje
apoptozy, autofagii, stresu oksydacyjnego a takze wiasciwosci antyangiogenne i wplywajqce na
procesy zwiqzane z tworzeniem przerzutow nowotworowych. W jednym z ostatnich rozdzialow
Autorka opisala produkty obecne w diecie czlowieka, w kidrych mozemy znalesé szczegdlnie
wysokq zawartos¢ izotiocyjaniandw warzyw z rodziny krzyzowych (Cruciferae) stanowigce bogate

Zrodlo izotiocyjanianow w diecie czlowicka.
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Cel pracy

W tym rozdziale Autorka sprecyzowala 3 cele wokdt ktérych skupily si¢ Jej badania, a wiec
wyprowadzenie lekoopornych komorek nowotworéw pecherza moczowego, zsyntezowanie
biblioteki  strukturalne zréznicowanych izotiocyjaniandw oraz zbadanie ich aktywnosci
biologicznej w modelu hodowli komdrek pecherza moczowego w tym wyprowadzonych linii

opornych na dzialanie chemioterapeutykéw.

Metodyka

Metodyka badan jest bardzo dobrze opisana i z pewnoscig moze byé¢ pomocna dla kazdego, kto
chcialby przeprowadzi¢ podobne doswiadczenia, poniewaz podane sq tu chyba wszystkie
niezbgdne detale metodyczne. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz linii komdrkowych w tym linii
opornych na wybrane chemioterapeutyki. Warto podkreslié, ze procedura uzyskania tych linii
zostala w tym rozdziale opisana z niezbednymi do jej wykonania szczegdlami. Na uwage zastugujqg
tez oznaczenia ekspresji genéw i poziomu wybranych bialek zwigzanych z lekoopornosciq w panelu
linii lekoopornych oraz ich wrazliwych odpowiednikéw pochodzqgcych z raka pecherza moczowego
za pomocq odpowiednio techniki RT-PCR i Western blot. Szczegdlng uwage Autorka poswiecita
oznaczeniu stezenia glutationu zarowno formy utlenionej jak i zredukowanej w komdrkach linii
lekoopornych oraz wrazliwych raka pecherza moczowego. Szczegélowo opisano réwniez synteze
nowych izotiocyjanianéw oraz badanie ich aktywnosci biologicznej wobec komoérek wybranych
linii raka pecherza moczowego w tym wplywu tych zwigzkéw na zdolnosé do tworzenia kolonii
oraz na aktywnos¢ kaspaz 3/7. Ponadlto oceniono indukcje apoptozy za pomocq testu z Aneksyng
V'i jodkiem, propidyny, podobnie jodek propidyny postuzyl do oceny wplywu badanych zwigzkéw
na cykl komdrkowy. Ponadto autorka przebadala wplyw inkubacji z badanymi zwigzkami na

polimeryzacje tubulin w badanych komérkach nowotworowych.

Wyniki

Opis wynikow rozpoczyna sie od zaprezemtowania wyprowadzonych przez Autorke linii
komdrkowych raka pecherza moczowego UM-UC-3 opornej na cisplatyng winblastyne,
gemcytabing i cisplatyng. Na uwage zasluguje szczegblowo przygotowana charakterystyka
lekoopornych oraz wrazliwych linii komérkowych raka pecherza moczowego w tym ocena rozwoju
ich opornosci krzyzowej na chemioterapeutyki o zréznicowanym mechanizmie dziatania. Bardzo
ciekawie zapowiadata sig réwniez analiza ekspresji wybranych genéw i poziomuwybranych biatek
w lizatach komdrkowych, niestety forma prezentacji wynikéw znacznie utrudnia poréwnanie
wynikéw miedzy sobg. Wykresy sq zadecydowanie za male, a podpisy malo czytelne, i jak sie mozna
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przekona¢ czytajge dalej ten rozdzial jest to przypadlosé charakteryzujgca calg cze$é prezentujgeg
wyniki w tej pracy poniewaz ten sam zarzut mozna sformulowaé, w przypadku wynikéw
przedstawiajqcych analize stosunku glutationu zredukowanego do utlenionego oraz iloSci
glutationu catkowitego w badanych komérkach linii wyjsciowych oraz lekoopornych. W dalszej
czgsci opisu wynikéw autorka przedstawiala zsyntetyzowane izotiocyjaniany oraz ich skrécong
charakterystyke. Tabelka przedstawiajgca wzory chemiczne badanych zwigzkéw pozwala na
szybkq orientacje w zakresie badanych struktur natomiast tabelka prezentujgca wstepng ocene
aktywnosci biologicznej zsyntezowanych izotiocyjanianéw wobec panelu linii komérkowych raka
pecherza moczowego zwraca uwagq swojq raczej nietypowq konstrukcjq prezentujgea nie tylko
IC50 ale takze 95% przedzial ufnosci. Dalej czytelnik moze zapoznaé sig z wplywem wybranych
zwigzkéw na podstawowe parametry zwiqzane z procesami Smierci lub przetrwania komorek po
traktowaniu testowanymi izotiocyjanianami takimi jak aktywnosci kaspaz 3/7, proporcje komérek
apoptotycznych do nekrotycznych oraz zywych po traktowaniu izotiocyjanianami, analiza wplywu
dzialania izotiocyjaniandw na cykl komdrkowy wplyw dzialania izotiocyjaniandw na wiasciwosci
klonogenne komorek raka pecherza moczowego jak réwniez poréwnanie stosunku glutationu
zredukowanego i utlenionego w komdrkach raka pecherza moczowego po traktowaniu
izotiocyjanianami. Wplyw na podzialy komorkowe zbadany zostal takze przez pryzmat oceny
polimeryzacji tubulin w obecnosci wyselekcjonowanych najbardziej aktywnych izotiocyjanianéw.
Calos¢ sekcji wynikéw zamykajg analiza poziomu wybranych bialek w lizatach komdrkowych po
traktowaniu izotiocyjanianami oraz obrazy mikroskopowe komdrek linii raka pecherza moczowego
po traktowaniu badanymi zwigzkami. Lektura tej sekcji jest doskonalym swiadectwem ogromu
pracy jakie Autorka wlozyla w badania w laboratorium, szkoda wiec, ze nie zdolala ich
odpowiednio zaprezentowac zwlaszcza dysponujge takim programem jak GraphPad Prism 7.0
umozlwiajgcym naprawde doskonalq prezentacje wynikéw. Tymczasem wykresy zaprezentowane
przez Autorkg sq zbyt mate a podpisy stabo czytelne. Byé moze jest to czg$ciowa wina konwersji do
Jormatu pdf podczas ktorej niektére programy nie radzq sobie z osadzonymi obiektami z programu
GP Prism. Przy tej okazji nadmieni¢ nalezy, ze stosunkowo czesto réwniez nie do kovica doskonale
$q podpisy pod rycinami. Podpisy te nie przedstawiajq wszystkich informacji ktére chcialby tam
znalez¢ czytelnik np. rycina 27 czytelnik ktory nie zaglebi si¢ w tekst pracy nie dowie sie z podpisu
ryciny co znaczy FITC-A oraz PI-A. Uwazam tez, ze zastosowane wysrodkowane wyréwnywanie
tekstu w podpisach rycin znacznie utrudnia ich czytanie. Dobrze byloby réwniez przedstawié
zdjecia z testu tworzenia kolonii, ksztalt kolonii, a nie tylko ich liczba potrafi tez sporo powiedzieé
0 naturze komdrek i zahamowaniu ich proliferacji. Wiecej uwagi Autorka moglaby réwniez
poswigci¢ ujednoliceniu skali wykreséw co réwniez w wielu przypadkach jest bardzo pomocne dla
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czytelnika. Gwiazdki oznaczajgce roznice statystycznie istotne tez moglyby byé nieco staranniej
umiejscowione GP Prism posiada specjalne zaimplantowane to tego celu narzedzia. Bardzo
ciekawe sq zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego szkoda jednak, ze stabo widoczne sq zmiany na
kiore Autorka wskazala za pomocq odpowiednych strzalek, tutaj réwniez mozna bylo dopracowaé
Jorme prezentacji. Wszystkie te uwagi majq jednak charakter edytorski i nie umniejszajg wartosci

pracy.

Dyskusja

W rozdziale liczgcym niespelna 18 stron Autorka konfrontuje wyniki przeprowadzonych przez
siebie eksperymentow z danymi literaturowymi w kontekscie zaréwno mechanizméw
molekularnych lezqcych u podloza lekoopornosci komérek nowotworowych jak wplywu jaki
wywierajg na nie izotiocyjaniany ze szczegdlnym uwzglednieniem kluczowych w tej pracy aspektéw
Jjak profil opornosci krzyzowej na zwigzki o zréznicowanym mechanizmie dzialania, miany w
ekspresji  gendw zwigzanych z fenotypem lekoopornosci, poziom biatek zwigzanych z
lekoopornosciq, zmiany w ilosci glutationu calkowitego oraz zmiany w stosunku pozioméw
glutationu w formie zredukowanej i utlenionej. Szczegdlnie interesujgcy wydaje sie fragment
dotyczqcy wzajemnej integracji bialek warunkujgcych lekoopornosé oraz wplywu badanych
izotiocyjanianow na procesy zwiqzane z indukcjg apoptozy i zmianami we frakcjach komérek
znajdujqcych si¢ w poszczegolnych fazach cyklu komdrkowego. Autorka umiejeinie prowadzi
narracje¢ bardzo trafnie cytujgc odnosniki literaturowe. By¢é moze przydatne okazalaby sie tutaj
schematy obrazujgce wzajemny wplyw biatek warunkujgcych lekoopornos$é badanych zwigzkéw
na mechanizmy zachodzgce w komorkach i decydujgce o ich $mierci lub przetrwaniu. Bardzo
ciekawy mogtby by¢ réwniez schemat porownujgey ekspresje genéw i poziom odpowiadajgcych im
biatek, pokazujqcy wzajemne relacje tych dwéch czynnikéw w badanych komérkach nowotworow

pecherza moczowego.

Whioski

Na podstawionej uzyskanych wynikéw Autorka formuluje cztery wnioski dotyczgce zaréwno
mechanizméw lekoopornosci komorek pecherza moczowego, w tym zmian w ekspresji genéw
warunkujgcych opornos¢ krzyzowq jak i zalezno$¢é aktywnosci zsyntezowanych izotiocyjanianéw
od ich budowy, ze szczegblnym uwzglednieniem diugosci tahicucha alifatycznego grupy estrowey.
We wnioskach Autorka powigzala réwniez wplyw badanych izotiocyjanianéw na zaburzenia
polimeryzacji tubulin i wskazala na ich konsekwencje za ktdre uznala nieprawidlowosci w

tworzeniu wrzeciona podzialowego, bledy podczas podzialu mitotycznego, i smieré komdrki na



skutek apoptozy, ktora jest w duzej mierze skutkiem zatrzymania cyklu komérkowego w fazie
G2/M.. Autorka we wnioskach wskazuje jako kluczowe aspekty dziatania badanych
izotiocyjanianow podwyzszony poziom bialtka p21 oraz obnizenie poziomu a-tubuliny i p-tubuliny
obnizenie potencjatu klonogennego oraz zmniejszong pule glutationu dostgpnego w komorkach.
Pomimo, ze Autorka nie wspomniala tutaj o zmianach w stosunku glutationu zredukowanego i
utlenionego w komorkach raka pecherza moczowego po traktowaniu badanymi izotiocyjanianami
Jjestem zdania, ze sformutowane przez Autorke wnioski doskonale podsumowang zaobserwowane
w pracy kluczowe z punktu widzenia wybiorczej eliminacji komorek nowotworowych zmiany w ich

parametrach biochemicznych.

PiSmiennictwo,

Praceg zamyka lista pismiennictwa zawierajgca 276 pozycji. Pismiennictwo jest w wiekszosci
przypadkéw dobrze dobrane, i w wigkszosci aktualne. W pracy cytowane gléwnie publikacje
anglojezyczne ale rowniez w spisie cytowan mozna znalezé polskie pozycje, te ostatnie jednak nie
posiadajg informacji z jakiego czasopisma pochodzg. Cytowane sq réwniez strony internetowe i
pomimo, ze podane jest data wejScie na strong to strony z serwiséw internetowych mogg ulegaé
zmianom lak wiec moim zdaniem powinno sig unikaé ich cytowania i wiasciwie cytowaé tylko w
ostatecznosci, jako linki do stron internetowych mozna moim zdaniem cytowaé jedynie linki do
publikacji w czasopismach naukowych w formacie ,open access” bo ich zawartosé
prawdopodobnie zawsze zostanie takie sama. Kazdym razie juz na pewno nalezy unikaé
zamieszczania niezwykle diugich linkéw do wynikéw wyszukiwania grafiki w sersie Google. Taki
link jest z uwagi na swojq dlugos¢ niemalze niemozliwy do wpisania w przeglgdarke w przypadku
kiedy czytelnik postuguje si¢ papierowq wersjq pracy. Ponadto wyniki wyszukiwania z duzym
prawdopodobienstwem bedq sig roznily od wynikéw na ktére powoluje si¢ Autorka. Nie nalezy
moim zdaniem w takich opracowaniach jak rozprawa doktorska cytowaé Wikipedii, ktérej twércy
w Warunkach Uzytkowania sami przyznajq ,,Nie odpowiadamy za fachows poprawno$é - nasze

zasoby udostepniamy tylko w celach informacyjnych”.

Aspekty formalne i edytorskie

Pod tymwzgledem podobnie jak pod wzgledem merytorycznym pomimo naprawdg bardzo znacznej
objetosci praca jest dobrze przygotowana. W tekscie mozna doszukaé sig jedynie pojedynczych
literowek, brak jest praktycznie bledow stylistycznych, niefortunnych przekladéw z jezyka
angielskiego, czy okreSlen, zargonowych. Tak jak wspomniano powyzej Autorka mogla nieco
Staranniej przygolowa¢ wykresy obrazujgce obserwowane zmiany zaréwno ekspresji genow,
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poziomie bialek czy zmiany innych kluczowych parametréw. To zdecydowanie polepszyloby odbior
dysertacji przez czytelnika i zrozumienie opisywanych proceséw. Roéwniez co podkreslono powyzej
zdecydowanie Autorka powinna unikaé cytowania stron internetowych w tym informacji z
Wikipedii, a juz na pewno nie powinna cytoaé wynikéw wyszukiwania grafiki Google. Réwniez tak
jak to wspomniano powyzej z w pracy zabraklo moim zdaniem schematéw ilustrujgcych

obserwowane zmiany.

W podsumowaniu, biorgc pod uwage przedstawione powyzej argumenty uwazam, Zze
przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi kompleksowe rozwigzanie postawionego przez
Doktorantke problemu badawczego i Swiadczy o dojrzatosci naukowej Pani mgr Moniki Cuprych-
Belter. W pracy zostaly podjete bardzo istotne problemy zaréwno z punktu widzenia terapii choréb
nowotworowych jak i z punktu widzenia rozwoju nauk podstawowych. Spelniajgc wymdg stawiany
przed tego rodzaju recenzjami z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
praca spetnia ustawowe warunki stawiane rozprawom doktorskim wnosze, zatem wniosek do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
dopuszczenie Pani mgr Moniki Cuprych-Belter do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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