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Brak wymiernych efektow terapii nowotworéw ukladu moczowego motywuje
wspotczesnych badaczy do poszukiwania nowoczesnych rozwigzan opartych na identyfikacji
potencjalnych terapeutykéw, zwigkszajac tym samym skuteczno$¢ leczenia raka pecherza
moczowego. Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Moniki Cuprych-Belter
pozostaje w nurcie aktualnych badan opierajacych sig¢ na ocenie aktywnosci zwigzkow
cytotoksycznych wobec komoérek nowotworowych, a takze skupia si¢ na innowacyjnych
terapiach, wykorzystujgcych przeciwnowotworowe dziatanie zwigzkow naturalnych, ktore
moga przyczyni¢ sie do zwiekszenia bezpieczenstwa i skutecznoéci leczenia. Imponujgca
warto$é merytoryczna wynikdw uzyskanych w ramach realizacji rozprawy doktorskiej skiania
do refleksji nad potencjalnym wykorzystaniem izotiocyjaniandw w terapii nowotworéw o
zréznicowanym stopniu inwazyjnosci, w szczegélnosci nowotworéw ukladu moczowego ze

wzgledu na zdolno$¢ tych zwiazkow do akumulacji w pgcherzu moczowym.

Temat ocenianej dysertacji uwazam za interesujacy i posiadajacy duze znaczenie poznawcze
nie tylko ze wzgledu na obrang tematyke, ale rowniez ze wzgledu na charakter

interdyscyplinarny. Badania, ktorych podjeta si¢ Doktorantka, taczg wiedzg z obszaru procesow



komoérkowych wraz z chemiczng analiza naturalnych substytutow w perspektywie zwigkszenia

efektow terapii przeciwnowotworowych raka pecherza moczowego.

Niniejsza rozprawa doktorska zostata podzielona na dwie integralne czesci. Pierwszy etap
badan stanowito wyprowadzenie linii komérkowej raka pecherza moczowego i charakterystyka
molekularna komorek opornych na obecnie stosowane w terapii cytostatyki: cisplatyne,
winblastyne, gemcytabine oraz tacznie na cisplatyne i gemcytabing. Druga cz¢s¢ pracy opierata
si¢ na syntezie serii strukturalnie zréznicowanych izotiocyjanianéw bedacych pochodnymi
estrow aminokwaséw oraz ocenie ich aktywnosci biologicznej wobec komérek linii raka

pecherza moczowego, opisanych przez Doktorantke w pierwszej czesci pracy.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazaly na zaleznogé aktywnosci biologicznej od
budowy strukturalnej izotiocyjanianéw w oparciu o dlugos¢ tancucha alifatycznego i stopien
rozgalgzienia tancucha glownego estréw. Analiza uzyskanych wynikéow pozwolita na selekcje
odpowiedniego izotiocyjanianu wykorzystanego do dalszych badaf, ktore skupialy sie na
ocenie parametréw zyciowych komoérek raka pecherza moczowego, w tym ocenie potencjatu

przeciwnowotworowego wybranej substancji.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Cuprych-Belter obejmuje 238 stron i podzielona jest na 9
rozdziatow: ,,Wstep”, ,,Cel pracy”, ,Materiaty i metody”, ,,Wyniki”, ,,Dyskusja wynikéw”,
»Wnioski”, ,,Pismiennictwo”, ,,Spis rycin i tabel”, kofczae na dorobku naukowym Pani
Magister. Streszczenie przygotowane w jezyku polskim jak i angielskim zawierajgce
syntetyczny opis zalozen niniejszej pracy badawczej Doktorantka zamiescita na poczatku pracy
doktorskiej. Istotnym elementem pierwszej czesci rozprawy doktorskiej jest rowniez wykaz

skr6téw, ktéry znacznie utatwia zapoznanie sie z trescia przedstawionego tekstu.

Poszezegolne czgsci dysertacji przygotowane zostaly w sposéb wymagany dla rozpraw

doktorskich, a ich wzajemne proporcje sg wasciwe.

Wstep jest obszerny, oparty o dobrze dobrane pi$miennictwo, uwzgledniajace najnowszg
wiedzg w zakresie tematyki badawczej. Rozdziat ten jest zrozumialy i daje dobre podstawy do
lektury dalszych czesci rozprawy. Wskazuje takze na duzg wiedze Doktorantki w zakresie
tematyki badawczej. Cele pracy zostaly sformutowane jasno i precyzyjnie, a ich tresé znajduje

swoje odzwierciedlenie w problemie badawczym i stanowi sp6jna calo$é z wnioskami.

Rozprawa doktorska zostata dobrze zaplanowana, a dobrane przez Doktorantke techniki

badawcze opisane w rozdziale ,Materialy i metody” pozwolily na zrealizowanie przez Nia



celow badafi. Materialem badawczym byly komérki 12 linii lekoopornych oraz trzech linii
wrazliwych: UM-UC-3, RT-112 i TCC-SUP raka pecherza moczowego. Wéréd linii
lekoopornych znajdowaty si¢ linie oporne raka pecherza moczowego otrzymane w ramach
wspolpracy, jak i wyprowadzone przez Doktorantke z linii UM-UC-3, co zostato opisane w
podrozdziale 3.2 zatytutowanym ,,Wyprowadzenie linii komérek opornych raka pecherza
moczowego na wybrane cytostatyki z linii komoérkowej UM-UC-3”. Natomiast w podrozdziale
3.3 p.t. ,,Charakterystyka molekularna komérek linii lekoopornych raka pecherza Mmoczowego
oraz linii wrazliwych (wyjsciowych)” Doktorantka przedstawita metody jakie zastosowata do
ich charakterystyki molekularnej. Protokoly postepowania w wymienionych do$wiadczeniach
nie budzg wigkszych zastrzezen i pozostajg zgodne ze wspélczesnym nurtem badawczym.
Jednakze w tym miejscu cheiatabym nadmieni¢, ze w mojej opinii bytoby wskazane pelniejsze
wyjasnienie uwzglednienia przez Doktorantke w dalszych badaniach linii: UM-UC-3, RT-112
i TCC-SUP, przy jednoczesnej eliminacji pozostatych opisanych przez Nig we wstepie do
pracy (KU-19-19, HT-1376, 5637). Tym bardziej, ze wyeliminowane linie pojawiaja sie w
drugiej czesci badan opierajacej si¢ na ocenie aktywnosci izotiocyjanianéw wobec komorek
nowotworowych pecherza moczowego. Kolejng kwestia, ktora chcialabym poruszyé jest
sposob utrwalenia materiatu do znakowania immunofluorescencyjnego tubuliny. Doktorantka
w tym celu wykorzystata wylaczenie 4% paraformaldehyd zgodnie z przyjetym protokotem.
Jednak w celu zwigkszenia efektywnosci obrazowania tej struktury, nalezaloby rozwazy¢ takze

wykorzystanie buforu stabilizujacego mikrotubule (MTSB) na etapie utrwalania komérek.

Rozdzial ,Materialy i Metody”, koficzy si¢ opisem analizy statystycznej wynikow,
opierajgcej si¢ na zastosowaniu zréznicowanych testow, przyporzadkowanych odpowiednim

metodom doswiadczalnym.

Wyniki prowadzonych badan Doktorantka przedstawita na 69 stronach i udokumentowala je
27 rycinami, w tym zdjeciami wykonanymi przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego,
wykresami, a takze 18 tabelami. Rozdzial ten podzielita na podrozdziaty. Wszystkie
przedstawione ryciny sg przemyslane i pozwalajg na przedstawienie wynikow w bardzo
przejrzystej formie, co znacznie ulatwito zapoznanie si¢ z efektami przeprowadzonych badan.
W pierwszym podrozdziale Doktorantka przedstawila otrzymane przez Nig cztery nowe
lekooporne linie komoérkowe raka pecherza moczowego. W drugim opisata wyniki
charakterystyki molekularnej lekoopornych oraz wrazliwych linii komorkowych raka pecherza

moczowego. Uzyskane wyniki wykazaly, ze komorki linii lekoopornych, wywodzace si¢ z



komoérek roznych linii wyjsciowych, mimo tego, Ze sa oporne na ten sam cytostatyk, rozwinety
swoja oporno$¢ na drodze réznych mechanizméw. Skutkiem tego sg zupetnie odmienne profile
opornosci krzyzowej komorek linii opornych raka pecherza moczowego na inne zwiazki.
Pozostale podrozdzialy dotycza zsyntetyzowanych 29 izotiocyjanianéw bedgcych pochodnymi
estrow aminokwasow. Przeprowadzone badania dowiodly, ze zsyntetyzowane zwigzki
wykazujg aktywno$¢ antyproliferacyjng zaréwno wobec komorek wyjsciowych raka pecherza
moczowego, jak i komorek linii lekoopornych. Powoduja m.in.: wzrost aktywnos$ci kaspazy 3
i 7, zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G2/M, obnizenie potencjatu klonogennego
komoérek oraz zahamowanie polimeryzacji mikrotubul. Ponadto, wykazano, ze struktura
chemiczna izotiocyjanianéw ma wplyw na ich aktywnos¢ biologiczng - im prostszy fancuch
boczny aminokwasu izotiocyjanianu oraz im krétszy tancuch alifatyczny estru, tym zwiazek
wykazuje silniejszg aktywno$¢ antyproliferacyjng. W trakcie analizy rozdziatu ,,Wyniki”,
uwage zwraca rycina 18, ktéra przedstawia fotografie membran reprezentujacych poziom
bialek ocenianych technikg western blot. Zgodnie z przedstawionymi w tej czeSci wynikami,
poziom analizowanych biatek pochodzi z r6znych membran, co moze wigzaé si¢ chociazby ze
zrdznicowanym nasyceniem tta membrany i wptywaé na wynik pomiaru densytometrycznego.
W tym przypadku nalezaloby wskaza¢ metodologi¢ oceny densytometrycznej, stosownie do

sposobu przedstawienia wynikow.

Otrzymane wyniki zostaly omoéwione w rozdziale ,,Dyskusja” w oparciu o dostepne
piSmiennictwo. Jest to rozdzial obszerny, napisany rzeczowo i merytorycznie. W rozdziale tym
mgr Monika Cuprych-Belter odniosta si¢ do dostgpnych w pismiennictwie publikacji innych
autoréw, wykazujac duza kompetencje, zrozumienie przeprowadzonych badan, jak i krytyczng
analize wlasnych wynikow w stosunku do innych badaczy. Doktorantka udowodnita, ze potrafi
ustosunkowac sie do wynikéw badan wiasnych w kontekscie dobrze dobranego pismiennictwa.
Uwazam, Ze osiggnela Ona zamierzone cele o czym $wiadcza cztery wnioski konczace
rozprawe doktorska. Wnioski zostaty jasno i logicznie sformutowane co wigcej, odpowiadaja

postawionym celom pracy.

Rozdzial ,,Pismiennictwo” obejmuje 276 pozycji, sa one dobrze dobrane i odpowiednio
wykorzystane w rozprawie doktorskiej. Ponadto, wigkszos$¢ cytowanych zZrddel opublikowana
zostala w ciggu ostatnich kilkunastu lat, co znaczgco podnosi warto$¢ i aktualno$¢ dyskusji nad
zaprezentowanymi wynikami badan. Watpliwo$¢ budzi jednak wykorzystanie przez
Doktorantke kilku niezweryfikowanych i ogélnie wskazanych internetowych Zrédet informacji,

takich jak cho¢by m.in. internetowa encyklopedia lub witryna www.mp.pl.



W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze uzyskane wyniki w dysertacji sa spojne, wazne
dla podjetej problematyki badawczej. Doktorantka udowodnita, ze potrafi samodzielnie
sformutowa¢ i rozwigzaé problem naukowy, dobrze dobra¢ i opanowa¢ techniki badawcze,
ktore poshuzyty Jej do uzyskania wynikow na dobrym poziomie. Pokazala takze, ze potrafi
przeprowadzi¢ dyskusje swoich wynikéw z wynikami innych grup badawczych, a wigc

udowodnila, ze posiada predyspozycje do prowadzenia samodzielnych badan naukowych.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Cuprych-Belter pt. ,,Synteza oraz badanie aktywnosci
biologicznej izotiocyjanianéw wobec linii komoérkowych raka pecherza moczowego" spetnia
warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tj. Dz.U. z2021 r., poz. 478 ze zm.). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu z pro$ba o dopuszczenie mgr Moniki Cuprych-Belter
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na ilos¢ przeprowadzonych badar, jakosé
wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem interdyscyplinarnego zaplecza naukowego oraz duza
warto$¢ merytoryczng pracy wnioskuje o wyroéznienie recenzowanej przeze mnie rozprawy

doktorskiej.
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