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Recenzja Rozprawy doktorskiej

mgr Karoliny Matulewicz
pod tytutem Modifications of selected cytostatics in genitourinary cancers

Praca zrealizowana na Wydziale Lekarskim Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Anny Bajek, prof. UMK oraz dr. Bartosza Tylkowskiego.

Przedstawiona do recenzji Rozprawa doktorska ukierunkowana jest na poszukiwanie nowych metod
leczenia nowotwordw ukfadu moczowo-ptciowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotwordw pecherza
moczowego i prostaty. Celem pracy byto opracowanie nowych metod wspomagajacych leczenie poprzez
wykorzystanie biotechnologii do opracowania modyfikacji lekéw przeciwnowotworowych oraz zbadanie
wpiywu biomateriatéw i substratéw pochodzenia naturalnego na komérki nowotworowe w warunkach
in vitro z wykorzystaniem modeli hodowli komérkowej 2D oraz 3D. Zgodnie z zatozonym planem badawczym
Doktorantka wykorzystata fluorochinolony drugiej i trzeciej generacji: ciprofloksacyne oraz lewofloskacyne
modyfikowane przez chitozan jako przykfad biomateriatu oraz naturalny ekstrakt polifenoli ze $wierka
pospolitego (Picea abies). W celu potwierdzenia potencjatu tak przygotowanych materiatéw wybrane zostaty
komercyjne linie komdrkowe T24 i DU145 jako modele komodrkowe i analizowano takie podstawowe
parametry jak aktywnos¢ metaboliczna, tempo proliferacji, kinetyka wzrostu, poziom apoptozy, zmiany w pH
medium hodowlanego oraz stosunek zywych do martwych komoérek. Wyniki wykazaty, ze kombinacje
ciprofloksacyny i ekstraktu z $wierku pospolitego (Picea abies) miaty najbardziej toksyczne dziatanie na
komdrki nowotworowe, szczegdlnie w ostatnich punktach czasowych dziatania opracowanych w toku prac
badawczych modyfikowanych lekéw. Z przeprowadzonych badan wynika, ze modyfikowanie lekow
biopolimerami i ekstraktami naturalnymi moze stanowi¢ doskonaty punkt wyjscia do tworzenia lekow
wspomagajacych leczenie nowotworow ukfadu moczowo-piciowego, przy czym jak stusznie wskazata
Autorka, konieczne sg dalsze analizy i optymalizacje w tym zakresie. Otrzymane wyniki potwierdzity stusznosé

przyjetej hipotezy badawczej wskazujac na mozliwos¢ wykorzystania naturalnych skfadnikow jako wsparcia
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w leczeniu chordb, w tym nowotworowych. Stad tez nalezy stwierdzic, ze mgr Karolina Matulewicz stusznie

podjeta tg tematyke badawcza.

Recenzowana Rozprawa doktorska, napisana w jezyku angielskim, ma typowy uktad. Na 184 stronach
zawarte zostaly streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, wstep, cel pracy, cze$¢ doswiadczalna
z opisem materiatéw i przyjetej metodyki, wyniki badan oraz ich dyskusje. Doktorantka przedstawita réwniez
wnioski wynikajace z przeprowadzonych prac badawczych oraz wykaz skrétéw i symboli stosowanych
w pracy, spis rycin i tabel, bibliografie, w postaci 169 odnosnikéw literaturowych, oraz zatgcznik zawierajgcy

zgode komisji bioetyczne]j.

We wstepie Doktorantka przedstawia informacje na temat koniecznosci podjecia tematyki
badawczej, poprzez wskazanie problemu wzrostu zachorowalnosci na nowotwory ze szczegélnym
uwzglednieniem przypadkéw raka pecherza moczowego oraz prostaty. Ponadto w pracy omdéwiono
zastosowanie biopolimeréw w systemach dostarczania lekéw ze wzgledu na ich niska toksycznosc,
biodegradowalnos¢, stabilnos¢ i odnawialno$¢. Skupiono sie na chitozanie, szeroko stosowanym
biopolimerze w dostarczaniu lekdw, ktéry ma unikalne wiasciwosci jako nosnik, moze przedtuzy¢ czas
przebywania i zwigkszy¢ absorpcje lekéw. We wstepie oméwiono réwniez zastosowanie chemoprewencji
i zwigzkéw naturalnych w leczeniu nowotwordéw, z naciskiem na polifenole i flawonoidy, ktére sa zwigzkami
wtérnego metabolizmu roslin, posiadajgcymi szerokie spektrum aktywnoéci farmakologicznej, w tym
udokumentowane wiasciwosci przeciwnowotworowe. Zwigzki te wykazujg skutecznos¢ w zaburzaniu
inicjacji, promocji i progresji nowotworéw. W tym miejscu mgr Karolina Matulewicz zwrdcita uwage na
potencjalne zrédta pozyskiwania zwigzkéw bioaktywnych z odpadowych choinek swigtecznych pochodzacych
ze $wierku norweskiego, co wpisuje sie w obserwowane w ostatnich latach trendy gospodarki o obiegu
zamknietym, ktéry ma na celu zminimalizowanie powstawania odpadéw i znalezienie rozwigzan na ich
ponowne wykorzystanie. Jednoczesnie w sposéb skrétowy przedstawiono informacje dotyczace
stosowanych w pracy lekéw, to jest ciprofloksacyny oraz lewofloskacyny. Doktorantka wskazat rowniez zalety
stosowania modeli tréjwymiarowych w ocenie jn vitro w stosunku do tradycyjnych modeli 2D, dzieki

nasladowaniu charakterystyki organdw, co stanowi o nowym podejSciu do oceny diagnostycznej

i terapeutycznej.
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Pomimo, ze wstep prawidfowo przedstawia gtéwne zatozenia pracy, jego lektura wskazata na pewne
niedociagniecia. Doktorantka w pracy wspomina o potencjale ciprofloksacyny i lewofloksacyny w leczeniu
nowotwordw, ale nie omawia zadnych potencjalnych wad lub skutkéw ubocznych tych lekéw. Zapewnienie
bardziej zréwnowazonej dyskusji na temat korzysci i zagrozen sprawitoby, ze wprowadzenie byfoby bardziej
informacyjne i wskazatoby podstawy do wybrania tych lekéw do dalszych badan w ramach realizacji pracy
doktorskiej. Ponadto brakuje szczegétowych danych na temat rodzajéw nowotwordw, wobec ktérych
wykazano skutecznos¢ ciprofloksacyny i lewofloksacyny. Przedstawienie tych informacji wskazatoby na
potencjalne znaczenie kliniczne tych lekdw, a w konsekwencji na potencjat prowadzonych prac badawczych
w ramach realizacji rozprawy doktorskiej. W mojej opinii réwniez podrozdziat dotyczacy modeli hodowli
komérkowych 3D (,In vitro studies - barriers and opportunities for development”) powinien by¢
doprecyzowany, aby zapewnié¢ bardziej konkretne przykiady i szczegdty dotyczace zalet i ograniczeri réznych
typéw modeli 3D. Pomogtoby to lepiej zrozumie¢ obecny stan dziedziny w tym zakresie i potencjalne
implikacje stosowania modeli 3D do badania i rozwoju lekéw, jak réwniez podkreslito nowatorski charakter

pracy.

W recenzowanej Rozprawie doktorskiej, w drugim rozdziale (,Aim of the study”) mgr Karolina
Matulewicz przedstawita pie¢ gidwnych celéw zwigzanych z realizacjg prowadzonych prac badawczych:
potwierdzenie skutecznosci komercyjnych lekéw: ciprofloksacyny oraz lewofloksacyny w leczeniu
nowotwordéw uktadu moczowo-piciowego, ocene cytotoksycznego dziatania naturalnych ekstraktéow
ze $wierku pospolitego Picea abies na komdrki nowotworowe i poréwnanie go z dziataniem wybranych lekéw
w potgczeniu z ekstraktem, ocene wptywu biopolimeru chitozanu na komérki nowotworowe i poréwnanie
go z dziataniem wybranych lekéw w potfaczeniu z biopolimerem, optymalizacje metody tworzenia sferoid
komorkowych oraz pordwnanie czutosci modeli komérkowych 2D i 3D w podstawowych badaniach

cytotoksycznych.

W kolejnym rozdziale dysertacji, ,Material and methods”, Doktorantka opisata metodyke
prowadzenie prac badawczych. W pracy przedstawiono wykorzystane linie komdérkowe, metody ich hodowli
i pasazowania oraz techniki oceny zywotnosci komdrkowej oraz tworzenia wielokomoérkowych sferoidéw

nowotworowych przy uzyciu magnetycznej metody druku 3D. Autorka opisata rowniez stosowang procedure
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modyfikacji komercyjnych lekéw z zastosowaniem propanowych naturalnych sktadnikéw wraz z oceng ich

dziatania terapeutycznego.

Analiza tego rozdziatu Rozprawy doktorskiej, w mojej opinii, wskazuje, ze mgr Karolina Matulewicz
powinna w sposéb bardziej szczegétowy opisaé przyjeta metodyke prowadzenia prac badawczych.
Przyktadowo, w podrozdziale dotyczacym uczenia maszynowego (,/maging technique and training a neural
network”) Autorka opisuje zastosowanie klasyfikatora opartego na sieci neuronowej do analizy kinetyki
wzrostu komérek. Chociaz metodologia wydaje sie dobrze zaprojektowana i dokfadna, istnieja pewne
potencjalne zastrzezenia, ktére mozna wysungac. Po pierwsze, ten fragment pracy nie dostarcza zadnych
informacji na temat tego, jak zostaty wybrane obrazy lub jak bardzo sg one reprezentatywne dla catego zbioru
danych. Jest to wazne, poniewaz doktadnos¢ sieci neuronowej w duzym stopniu zalezy od jakosci
i réznorodnosci danych treningowych. Nie jest réwniez jasne, czy zbiér danych byt zréwnowazony pod
wzgledem liczby obrazéw na klase (tfo, komdrki, komorki w procesie podziatu). Jest to bardzo istotna kwestia,
poniewaz niezréwnowazone zestawy danych moga prowadzi¢ do stronniczych klasyfikatorow. Po drugie,
chociaz wskazany fragment wspomina, ze baza danych treningowych zawierata ponad 100 zdje¢ komorek
wykonanych na réznych etapach proliferacji, nie jest jasne, ile z nich zostato wykorzystanych do treningu,
a ile do walidacji sieci neuronowej. Wazne jest, aby mie¢ oddzielny zestaw walidacyjny, aby upewni¢ sie, ze
sie¢ neuronowa nie jest nadmiernie dopasowana do danych treningowych i moze dobrze generalizowaé na
nowe obrazy. Wreszcie, w pracy stwierdzono, ze szkolenie sieci zostato przeprowadzone przy uzyciu
akceleracji sprzetowej (GPU Quadro p2200) i zajeto co najmniej 100 000 iteracji az do osiagniecia ponad 97%
sukcesu. Definicja ,sukcesu” (ang. success) nie jest jednak jasna. Nie wspomniano tez, czy zastosowano jakies
techniki regularyzacji, aby zapobiec przeuczeniu. Bez tych szczegdtowych danych trudno jest ocenic solidnos¢

i generalizacje wytrenowanej sieci neuronowej.

Kolejng kwestig wymagajgca doprecyzowania jest opis pomiaru sferoid komérkowych do szacowania
kinetyki. W recenzowanej Rozprawie doktorskiej zaznaczono, ie powierzchnia sferoidéw w uzytym
kontekscie odnosi sie do dwuwymiarowego rozmiaru sferoidow obserwowanego i mierzonego na obrazach
jasnego pola rejestrowanych w dniach 0-6 przy uiyciu mikroskopu odwrdéconego. Natomiast analize
morfometryczng sferoid i pomiar ich powierzchni przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego

oprogramowania EPview 1.3, co pozwolito na okreslenie wielkosci sferoid w roznych punktach czasowych
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w okresie wzrostu. Powierzchnia sferoidéw moze by¢ wykorzystana jako zastepczy wskaZnik ich objgtosci,
poniewaz zatozono, ze sferoidy zachowujg wzglednie jednolity ksztatt i gestoé¢ przez caty okres wzrostu.
Niemniej jednak korzystanie z pomiaréw powierzchni sferoidéw, jako wskaznika zastepczego dla ich
objetoéci, moze prowadzi¢ do niedoktadnosci w szacowaniu rzeczywistej objetosci sferoidéw. Wynika to
z faktu, ze sferoidy moga nie by¢ idealnie kuliste, co moze skutkowac réinicg migdzy ich rzeczywisty
objetoécig a objetoscia oszacowang na podstawie ich powierzchni. Jest to takze widoczne w prezentowanych
wynikach (np. rysunek 66 na str. 117), gdzie komérki raka prostaty nie zawsze tworzg poprawne sferoidy.
Ponadto, zmiany ksztattu sferoidy w czasie (takie jak sptaszczenie lub nieregularnosci powierzchni) moga nie

zosta¢ uchwycone przez sam pomiar powierzchni. Czy wykorzystana w pracy umowna powierzchnia moze

stanowic¢ duze zrédto btedu?

W mojej opinii mgr Karolina Matulewicz powinna réwniez ustosunkowac sie do kwestii analizy
obrazéw martwych i zywych komaérek (podrozdziat 3.12 ,Live/Dead Assay”). Wspomniana w Rozprawie
doktorskiej reczna metoda progowa (manual threshold) jest podejsciem pétautomatycznym, ktére opiera sie
na subiektywnej ocenie osoby obstugujacej urzgdzenia w celu okreslenia wartosci progowej dla segmentacji
obrazu. Takie podejscie moze byc podatne na btedy i niespdjnosci, miedzy innymi, pomiedzy réoznymi
osobami oceniajgcymi uzyskane doswiadczalnie obrazy. Tym samym opis metody przedstawiony w tym
fragmencie Rozprawy doktorskiej jest ograniczony i brakuje w nim waznych szczegétdw, takich jak kryteria
wyboru wartoéci progowej oraz wskazania jakie srodki zostaly podjete w celu zapewnienia spéjnosci
w przypadku powtdrzenia eksperymentu przez inng osobe. Ponadto wydaje sie, po lekturze dysertacji, ze
proponowana metoda nie obejmuje zadnych procedur kontroli jakosci lub walidacji w celu oceny doktadnosci

i wiarygodnosci wynikow.

Rozdziat czwarty recenzowanej Rozprawy doktorskiej (,,Results”) poswiecony jest opisowi wynikow
badan uzyskanych w toku realizacji prac badawczych. Autorka opisuje uzyskane wyniki modyfikacji lekdw za
pomocg zaproponowanych naturalnych modyfikatoréw, czyli chitosanu oraz ekstraktu ze Swierku
pospolitego. Rozdziat ten napisany jest w klasycznym uktadzie, poprzez szczegdtowe opisanie kolejnych
etapow badan, takich jak charakterystyka zwigzkdéw biologicznie aktywnych, ocena zywotnosci komdrek,
apoptozy oraz proliferacji komdrek. Przy czym nalezy zaznaczyé, ze pomimo tego, ze opis zmian

morfologicznych obserwowanych w komadrkach po leczeniu z zastosowaniem komercyjnych lekéw oraz po
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ich modyfikacji, jest dobrze przedstawiony, istnieje jednak kilka potencjalnych obszaréw wymagajacych

wyjasnienia:

Opis zmian w morfologii komérek jest nieco ogélny i brakuje w nim konkretnych szczegétow.
Na przyktad, pomocne bytoby poznanie stopnia zmniejszania sig komérek, liczby komarek, ktére
utracity kontakt komodrka-komorka oraz zakresu zaobserwowanego zaokraglenia sie ksztattu
komoérek. Bez tych precyzyjnych informacji trudno jest w petni zrozumie¢ wptyw leczenia
farmakologicznego na morfologie komdrek. Na korzy$¢ wplywa tu jednak przedstawienie

w Rozprawie doktorskiej przyktadowych fotografii uzyskanych w trakcie prowadzenia prac

badawczych.

W badaniu po leczeniu wybranymi lekami lub ich modyfikowanymi wersjami obserwowano komérki
tylko w jednym punkcie czasowym (72 godziny). Dobrze bytoby zobaczyc, jak morfologia zmienia sig
w czasie, poniewaz mogtoby to dostarczy¢ wglagdu w mechanizm dziatania lekéw oraz informacji jak

komoérki na nie reaguja.

Chociaz w Rozprawie doktorskiej Autorka wspomina o zastosowaniu analizy morfometrycznej, nie
podano konkretnej kwantyfikacji zmian obserwowanych w obszarze lub ksztafcie komorek. Ogranicza

to mozliwo$é wyciaggniecia znaczacych wnioskéw na temat wplywu leczenia lekami na morfologie

komadrek.

Badanie opisuje zmiany morfologiczne obserwowane przy zastosowaniu réznych lekéw badz ich
modyfikacji z zastosowaniem chitozanu i ekstraktu ze Swierku pospolitego, ale nie poréwnuje
bezpoérednio wptywu lekdw na morfologie komérek. Bezposrednie poréwnania mogtyby pomaéc
w wyjasnieniu specyficznych efektéw kazdego z lekéw i zidentyfikowaniu potencjalnych rdznic

w mechanizmie dziatania.

W mojej opinii doprecyzowania wymaga réwniez rozdziat dotyczacy ocena zywych sferoid - test WST8

i MTT zamieszczony na str. 120-121 Rozprawy doktorskiej. Podczas gdy spadek zywotnosci w linii komoérkowej

DU145 zostat odnotowany jako statystycznie istotny, uzyteczne bytoby poznanie wielkosci tej réznicy i tego,

czy jest ona biologicznie istotna. Wreszcie, przydatne byloby poznanie przestanek wyboru sferoidéw
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wykonanych z linii komérkowej T24 do dalszych badan, poniewaz informacja ta nie zostata podana w tej

czesci pracy.

Jednoczesénie Autorka powinna sie ustosunkowac do zaniechania czesci badan zwigzanych z analizg
kinetyki wzrostu sferoidéw wielokomérkowych. Przebiegi dla stezenia obu lekéw 1000 mikromoli/litr (rysunki
78180) wykazuja charakterystyczne zatamanie. Wydaje sie to racjonalne, natomiast dlaczego nie sprawdzono
czy a jesli tak to o ile pdiniej, efekt taki mégtby nastapic dla mniejszych stezen? Tym bardziej, ze pdZniejsza
modyfikacja ekstraktem z igiet Swierku, przedstawiona na str. 147 Rozprawy doktorskiej, wyraznie pokazata,

ze dla nizszych stezen tez taki efekt moze wystepowac.

W tym miejscu warto réwniez zwréci¢ uwage na kwestie prezentacji wynikéw badan. Przyktadowo,
rysunki 68 A i B majg zastosowang zbyt szerokg skale co zaciemnia przedstawiong informacje graficzng.
Ponadto w czesci tej pomylono numeracje rysunkow, do ktérych odwotano sie w tekscie jako do rysunkéw
70 AiB, a faktycznie majg one numeracje, odpowiednio 68 AiB. W opisach rysunkdw wystepuje niewtasciwa
numeracja a w tekscie btedne odnosniki. Niestety btad ten propaguje sie na dalsze czesci recenzowane;j
Rozprawy doktorskiej. Jednoczesnie forma graficzng prezentacji wynikéw badan w kontekécie prowadzenia
linii pomigdzy punktami doswiadczalnymi wymaga komentarza. Z punktu widzenia analizy wynikéw badan
taka reprezentacja wynikéw nie zawsze jest uzasadniona. Przyktadowo Autorka na rysunku 66 (str. 119)
zaproponowata funkcje dopasowujaca do punktéw doswiadczalnych. Niestety wykorzystanie funkcji

sklejanej generuje ekstrema, szczegdlnie dla danych dla 10 000 komérek, ktére nie sg ttumaczone przez

punkty pomiarowe.

W rozdziale pigtym ,Discussion” Doktorantka poprawnie wskazata, ze przeprowadzone na liniach
komorkowych nowotworowych uktadu moczowo-ptciowego badania potwierdzity cytotoksyczne dziatanie
fluorochinolonéw takich jak ciprofloksacyna i lewofloksacyna oraz wykazaty, ze modyfikacja tych lekéw
chitozanem i wyciggiem z igiet $wierka psopolitego Picea abies moze znaczaco zwiekszyé ich potencjat
cytotoksyczny. W ramach przeprowadzonej dyskusji Autorka odwotata sie do szeregu prac innych autoréw
wskazujgc, ze trend nano- i biotechnologii jest obiecujgcym kierunkiem badawczym w dziedzinie w rozwoju
nowych systemow dostarczania lekéw. Nalezy zwrdci¢ tutaj uwage na pewne btedy edycyjne.
W podsumowaniu Autorka odnosi sig do pozycji Madhu L., ktdra nie istnieje w spisie literatury. Pozycja

podana jako 163. Podobnie pozycja Mahsdid G. przytoczona z numerem 158.
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Ostatni rozdziat Rozprawy doktorskiej zawiera zwigzte przedstawienie najwazniejszych wnioskéw

uzyskanych w toku realizacji prac badawczych, ktére potwierdzaja osiggniecie zatozonych celdw.

Podsumowujgc, tematyka Rozprawy doktorskiej dotyczy wainego i bardzo aktualnego trendu
w naukach medycznych poswieconego poszukiwaniem nowych lekdéw, w tym réwniez poprzez ich
modyfikacje opartg o materiaty pochodzenia naturalnego. Nalezy podkreéli¢ duzy naktad pracy Doktorantki
w celu zrealizowania postawionych celéw badawczych oraz duze walory poznawcze przedstawionej
dysertacji. W mojej opinii przedstawiona do recenzji Rozprawa doktorska, pomimo sformutowanych uwag,
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez obowigzujace ustawowe przepisy. W zwigzku
z powyiszym wnosze zatem do rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Karoliny Matulewicz do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

ol g L_)
L i
Bl —— P —

dr hab. inz. Katarzyna Staszak
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