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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Matulewicz

pt. ,Modifications of selected cytostatics in genitourinary cancers”

wykonanej w Uniwersytecie Mikotaja Kopernia w Toruniu, Collegium Medicum im. Ludwiga
Rydygiera w Bydgoszezy .
Podstawa formalng wykonania recenzji stanowi pismo Ladl.5201.1598.2023 — Przewodniczqcej
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu im. Mikolaja

Kopernika w Toruniu z 10 marca 2023 roku.

1. Formalna ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karoliny Matulewicz jest napisana w jezyku
angielsku i liczy 184 strony. Rozprawa ma typowy uklad dla tego typu opracowan, tj. skiada sie z
nastepujgcych rozdziatdw: Wstepu poprzedzonego streszczeniami w jezyku angielski i polskim,
Celu pracy, Materialéw i metod, Wynikéw, Dyskusji i Wnioskow. Zataczniki do pracy stanowig
Zgoda Komisji Bioetycznej, Wykaz stosowanych skrétéw oraz Spisy tabel i wykresow. Dyserta-
cja jest zakonczona spisem pismiennictwa, obejmujgcym 169 pozycji. Praca zostala przygotowa-
na zgodnie z normami przyjetymi dla tego typu opracowan, cho¢ warto zwrdcié uwage, ze roz-
prawa doktorska p. Matulewicz jest wykonana w oparciu o komercyjnie dostepne linie komér-
kowe. Zamieszczanie zatem Zgody Komisji Bioetycznej nie dotyczy badan prezentowanych w
rozprawie, a jak rozumiem dalszych préb zastosowania modyfikacji testowanych lekéw w lecze-

niu chorych na nowotwory pecherza i prostaty.
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2. Merytoryczna ocena pracy

Celem recenzowanej pracy bylo poszukiwanie w badaniach in vifro nowych metod lecze-
nia nowotworéw uktadu moczowo-ptciowego, zwigzanych z modyfikacja fluorochinolonéw dru-
giej i trzeciej generacji: ciprofloksacyny i lewofloksacyny. Modyfikacje te polegaly na zastoso-
waniu biodegradowalnego biopolimeru chitozanu jako zwigzku bioadhezyjnego, zwigkszajacego
wnikanie lekow do komoérek nowotworowych oraz dodanie do wymienianych wyzej fluorochino-
lonéw ekstraktu ze $wierka pospolitego (Picea abies), zawierajacego duze ilosci zwigzkow prze-
ciwutleniajacych — flawonoidow. Kolejnym celem pracy bylo poréwnanie dziatania testowany-
chych lekéw i ich modyfikacji w komérkowych hodowlach 2D i 3D. Praca doktorska p. Matule-
wicz wpisuje si¢ zatem w bardzo aktualne kierunki badan nad opracowaniem nowych strategii
leczenia chorych na nowotwory ztosliwe. Z jednej strony zarowno w odniesieniu do raka peche-
rza, jak i raka prostaty wcigz konieczne sg poszukiwania skuteczniejszych i bezpieczniejszych
terapii. Rak pecherza moczowego jest drugim, najczesciej diagnozowanym nowotworem uktadu
moczowo-ptciowego w Europie, a w Polsce w 2020 roku wedtug Krajowego Rejestru Nowotwo-
row (KRN) odnotowano ponad 4 800 zachorowan na raka pgcherza i ok. 3 200 zgon6éw z jego
powodu. Nowotwor ten charakteryzuje si¢ bardzo czestymi nawrotami oraz duzym ryzykiem
progresji. W okresie 5 lat po wykonaniu przezcewkowej resekcji guza pgcherza moczowego na-
wroty choroby odnotowuje si¢ u 50-70% chorych. Czgsto obserwuje si¢ tez liczne dziatania nie-
pozadane podczas leczenia standardowg chemioterapig. Rak gruczotu krokowego, z kolei zajmu-
je w Polsce pierwsze miejsce u megzczyzn pod wzgledem czestoscei zachorowania z liczbg zacho-
rowan i zgondw w 2020 roku na poziomie ponad 14 000 i 5 700. Cho¢ rokowania w przypadku
nowotworu organicznego do gruczolu krokowego sa dobre i pigcioletnie przezycie chorych w
przypadku stadium miejscowego wynosi 100%, to w przypadku stadium uogélnionego, czyli
choroby rozsianej przezycie to szacowane jest na ok. 30%. Biorge pod uwage powyzsze statysty-
ki, opracowanie skutecznych metod leczenia przeciwnowotworowego chorych na raka pecherza
moczowego 1 gruczotu krokowego pozostaje w dalszym ciggu niezaspokojong potrzebg medycz-
ng i sprawia, ze podjety przez Doktorantke temat posiada duze znaczenie kliniczne i spoleczne. Z
drugiej strony w pismiennictwie swiatowym zwraca si¢ obecnie uwage na kluczowe znaczenie
zastosowania w badaniach przedklinicznych dotyczacych skuteczno$ci potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych bardziej wiarygodnych, niz hodowle 2D, modeli badan. Modele te sa
niezbedne do rozszyfrowania kluczowych mechanizméw molekularnych w procesach decyduja-
cych o wzrodcie guza, potencjale do przerzutowania, lekoopornosci i unikaniu przez komorki

nowotworowe nadzoru ukladu immunologicznego. Jednym z takich modeli mogg by¢ hodowle
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3D nowotworowych linii komérkowych, a wsréd nich sferoidy, stanowigce agregaty komérek
nowotworowych. Wielokomorkowe sferoidy nowotworowe wykazuja cechy guza wzrastajacego
w warunkach in vivo we wczesne] fazie jego wzrostu i dlatego uwazane sg za forme posrednig
pomiedzy komorkami z hodowli typu jednowarstwowego a guzem wzrastajacym spontanicznie.
Zastosowanie hodowli 3D w badaniach nad skutecznoscig modyfikacji badanych przez Dokto-
rantke lekéw o potencjale przeciwnowotworowym dowodzi bardzo dobrej znajomoséci obecnych
trendow dotyczgcych wyboru modeli w badaniach przedklinicznych i wpisuje sie¢ w zalecenia
WHO, dotyczace poszanowania praw zwierzat w badaniach przedklinicznych. W powyzsze za-
gadnienia wprowadza czytelnika rozprawy Wstep, ktory liczy 12 stron. W rozdziale tym Dokto-
rantka poruszyla takie tematy jak: wzrastajaca zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe, w tym w
szczegOlnoscei na raka pegcherza moczowego i raka prostaty, biopolimery, chemoprewencja, bio-
logiczna aktywnos¢ polifenoli, flawonoidow, ekstraktu ze $wierka pospolitego oraz ciprofloksa-
cyny i lewofloksacyny. Dane w tym rozdziale sa przedstawione w sposéb zwiezly i zrozumiaty.
Uwazam jednak, ze w odniesieniu do danych epidemiologicznych Autorka powinna zacytowaé
polskie podsumowania i ze dos¢ pobieznie jest takze poruszony temat chemoprewencji. Dokto-
rantka wymienia tylko niektére przyklady zwiazkdéw o potencjale chemoprewencyjnym i nie
thumaczy dlaczego zdecydowata wymienic¢ tylko te wystepujgce w niektérych warzywach i owo-
cach.

W kolejnym rozdziale Doktorantka bardzo konkretnie formutuje 5 celow pracy, ktore
znajduja umocowanie w poprzedzajgcym teoretycznym wstepie.

Kolejny rozdziat pracy jest poswigcony materialom i metodom, opisanym na 12 stronach
pracy. Na poczatku tego rozdziatlu zabraklo mi jednak uzasadnienia, dlaczego Doktorantka zde-
cydowala si¢ na badania linii komoérkowych raka pecherza T24 i raka gruczolu krokowego
DU145. Jest to o tyle istotne zagadnienie, ze nie kazda linia komérkowa wykazuje wymagang
wydajnos¢ lub stabilnos¢ tworzenia sferoidow w hodowli 3D. Bardzo prosze zatem, aby Dokto-
rantka ustosunkowata si¢ do tego w trakcie obrony pracy doktorskiej. Prosze takze o podanie
informacji, ktory pasaz badanych komorek stosowata w swoich analizach. Na podkreslenie na-
tomiast zastuguje szeroki panel testow, ktére Doktorantka zastosowala w przeprowadzonych
badaniach, takich jak: testy zywotnosci MTT 1 WSTB, testy poziomu apoptozy, proliferacji ko-
morek i analiza pH pozywek w ktorych hodowano komarki. Zastosowanie tak urozmaicanych i
wzajemnie komplementarnych testow bardzo dobrze swiadczy o warsztacie badawczym Dokto-
rantki. Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane w trzech niezaleznych powtérzeniach.

Kolejny rozdziat pracy, liczacy 110 stron, opisuje uzyskane wyniki. Rozdziat ten zaczyna
si¢ od przedstawienia wpltywu modyfikacji chitozanem badanych lekow na wyniki wyzej wy-
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mienionych testéw w komorkach hodowanych w warunkach 2D. Z przedstawionych danych wy-
nika, ze modyfikacja chitozanem skutkowata zwickszeniem cytotoksycznosei ciprofloksacyny i
lewofloksacyny. W nastgpnych czegsciach tego rozdziatu Doktorantka dowiodta, ze modyfikacja
fluorochinolonéw przez jednoczesng inkubacje kultur adherentnych z ekstraktem ze $wierku po-
spolitego spowodowata wieksza cytotoksyczno$¢ w poréwnaniu do niemodyfikowanych fluoro-
chinolonéw. Podobne do$wiadczenia wykonane w hodowli 3D ujawnity, z kolei, wieksza czu-
tos¢ wielokomoérkowych sferoidéow niz w komoérek hodowanych w 2D na dziataniu badanych
lekéw i ich modyfikacji. Nalezy przyznaé, ze Doktorantka bardzo logicznie i konsekwentnie
przeprowadza czytelnika przez opis uzyskanych wynikow, a wyniki badan sg udokumentowane
licznymi mikrofotografiami.

Dyskusja otrzymanych wynikéw zajmuje 10 stron i koncentruje si¢ na trzech zagadnie-
niach: znaczeniu chitozanu jako polimeru moggcego wptywac na cytotoksycznosé leku, zastoso-
waniu ciprofloksacyny i lewofloksacyny i ich modyfikacji jako potencjalnych lekéw przeciwno-
wotworowych oraz wprowadzeniu nowych modeli do badania potencjalu cytotoksycznego w
badaniach przedklinicznych. Dyskusja przeprowadzona jest rzeczowo i bardzo logicznie w opar-
ciu o najnowsze dane literaturowe. Na koniec tego rozdziatlu Doktorantka nakresla dalsze plany
badawcze zwigzane z otrzymanymi wynikami, zarowno w odniesieniu do modyfikacji lekow
przeciwnowotworowych, jak i rozwoju modelu 3D opartego na wieclokomérkowych sferoidach,
co bardzo dobrze §wiadczy o dojrzatosci naukowe] mgr Matulewicz i gotowosci do podjecia dal-
szych wyzwan naukowych. Szkoda jednak, ze w dyskusji Doktorantka jednoznacznie nie wska-
zata elementéw nowosci uzyskanych wynikow.

Autorka konczy rozprawg sformutowaniem 6 wnioskow, ktére sg w pelni uprawnione w
swietle otrzymanych wynikéw. Niektore z wnioskéw nalezaloby jednak przedstawi¢ z wicksza
przejrzystoscig 1 jednoznacznoscia, np. wniosek nr 6, w ktérym Doktorantka powinna jedno-
znacznie stwierdzié, w odniesieniu do jakiego modelu wykazala wicksza czuto$¢ wielokomor-
kowych sferoidow w badaniach nad cytotoksycznoscig potencjalnych lekéw przeciwnowotwo-
rowych.

W swojej rozprawie doktorskiej Autorka cytuje 169 pozycji pismiennictwa z lat 1987-
2023, mozna zatem by¢ pewnym, ze mgr Matulewicz ma szeroka wiedze z zakresu poruszanej
tematyki w swojej rozprawie doktorskiej. Sposob cytowania literatury nalezatoby jednak ujedno-
lici€, poniewaz pod tym wzgledem wystepujg liczne rozbieznosci.

Pod wzgledem edytorskim praca jest przygotowana bardzo starannie, jednak Doktorantka
nie ustrzegta si¢ kilku bledow, ktdre utrudniaja lekture pracy. W rozdziale dotyczacym wynikow

numeracja rozdzialow i podrozdziatléw, poczawszy od podrozdziatu 4.4.2 jest bledna. W opisie
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wynikéw, poczawszy od strony 119 do konca tego rozdziatu, wystgpuje takze niewtasciwa nu-
meracja wykresdw, a rycina 16 posiada btedny podpis, poniewaz dotyczy ona ciprofloksacyny, a
nie jak podaje Autorka lewofloksacyny.

Podsumowujac pragne jednak podkresli¢, ze w moim przekonaniu mgr Matulewicz uzy-
skata wartosciowe wyniki, ktore sg podstawa do podjecia dalszych badan nad modyfikacjg lekow
przeciwnowotworowych, jak 1 rozwoju modelu 3D, opartego na wielokomérkowych sferoidach,
moggcego znalez¢ zastosowanie w badaniach przedklinicznych. Stwierdzam zatem, ze przedsta-
wiona praca spetnia w pelni wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 z poézn. zm.). Wnosze zatem o dopuszczenie mgr Karoliny Matulewicz
przez Wysoka Rade Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwer-

sytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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