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ZAKEAD BIOFIZYKI

Lublin, 20 sierpnia 2018 r.

Prof. dr hab. Wiestaw |. Gruszecki
Zaktad Biofizyki, Instytut Fizyki
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Barbary Gieroby pt. ,,Organizacja molekularna
oraz aktywnos¢ przeciwnowotworowa ksantohumolu w odniesieniu do
modelowych bton lipidowych i wybranych linii komorek nowotworowych”

Wobec powagi i skali zagrozenia zwigzanego z chorobami nowotworowymi,
aktywno$¢ badawcza zwigzana z zapobieganiem, diagnostyka oraz leczeniem tych
choréb jawi sie obecnie jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie w obszarze
nauk biologicznych i medycznych. W aspekcie tym, niezwykle atrakcyjnie postrzegane
sg naturalne zwiazki o wiasciwosciach przeciwnowotworowych, zas wyizolowany
z szyszek chmielu ksantohumol nalezy do klasy zwigzkow, z ktérymi taczone sag
wyjatkowe nadzieje oraz oczekiwania. Z drugiej jednak strony, w kontrze do
powszechnych opinii i sadéw, dostrzec mozna brak precyzyjnych badan
ukierunkowanych na poznanie mechanizméw molekularnych, na drodze ktorych
ksantohumol zapobiega¢ mogiby rozwojowi komoérek nowotworowych w organizmie.
Rozprawa doktorska pani mgr Barbary Gieroby wpisuje sie precyzyjnie w te oczekiwania,
w zwigzku z czym postrzegana by¢ moze nie tylko jako aktualna iinteresujgca ale

rowniez bardzo wazna!
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Praca doktorska mgr Barbary Gieroby wykonana zostata pod kierunkiem
prof. Mariusza Gagosia, w Zaktadzie Biologii Komoérki na Wydziale Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, przy wspétudziale
dr Marty Arczewskiej w charakterze promotora pomocniczego. Rozprawe stanowi bardzo
obszerne opracowanie, przygotowane w jezyku polskim, na 230 str. standardowego
maszynopisu. Rozprawa zredagowana zostata wedtug typowego, optymalnego w moim
odczuciu uktadu. Po spisie tresci oraz wykazie skrotéw i oznaczen zamieszczony zostat
kilkustronicowy ,Wstep” wprowadzajacy w bardzo przystepny sposob w tematyke
rozprawy, zakreslajgc rownoczesnie obszar badawczy, w ramach ktérego formutowane
moga byc¢ otwarte problemy poznawcze zwigzane z postulowang aktywnoscia
przeciwnowotworowg ksantohumolu. Zaréwno te strategiczne jak i szczegdtowe cele
badawcze sformutowane zostaty w ramach nastepnego rozdziatu nazwanego ,Zatozenia
i cele pracy”. Kolejna, opisowa czes¢ rozprawy, opierajgca sie na analizie doniesien
literaturowych a nazwana ,Cze$¢ teoretyczna” zredagowana zostata w oparciu
o podstrukture obejmujacg sekcje poswiecone wiasciwosciom fizykochemicznym oraz
wystepowaniu, biosyntezie i aktywnosci biologicznej ksantohumolu, w tym postulowane;j
aktywnosci przeciwnowotworowej. Drugim waznym elementem czeSci opisowej jest
rozdziat poswiecony strukturalnym, dynamicznym oraz fizjologicznym aspektom bton
biologicznych. Rozdziaty opisowe przygotowane zostaty, w moim odczuciu, ze znaczng
troskg o zrownowazong prezentacje poszczegélnych zagadnien oraz w oparciu
o najbardziej aktualng wiedze, ktorej zroédta stanowig najnowsze doniesienia naukowe.
W tym miejscu swojej analizy chciatbym jeszcze zwrdci¢ uwage na wyjatkowo obszerny
dobor materiatow zrodtowych uwzglednionych w rozprawie i majacy wyraz w wykazie
cytowanego piSmiennictwa, zamieszczonym w koncowej czesci rozprawy i liczacym
blisko 400 pozycji! ,Czes¢ eksperymentalng” rozprawy otwiera rozdziat 3., poswiecony
prezentacji materiatow, aparatury badawczej oraz procedur pomiarowych. Zawarte w tej
czesci opisy sa, w moim odczuciu, na tyle precyzyjne, iz umozliwiajg powtorzenie
analogicznych eksperymentoéw. W tym miejscu swojej oceny pracy doktorskiej chciatbym
jeszcze zwrécic uwage na zastosowanie réznorodnych podej$é metodologicznych
(obejmujacych badania na liniach komérkowych jak i w uktadach modelowych bton
biologicznych) oraz wiaczenie do badan znacznej liczby nowoczesnych technik

badawczych (w tym spektroskopii absorpcyjnej IR oraz techniki warstw
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jednoczagsteczkowych, wzbogaconej o mikroskopie kata Brewstera). Tak wieloaspektowe
podejscie do rozwigzywania problemow badawczych otwiera unikalne mozliwosci
formutowania zaawansowanych oraz ztozonych pytan poznawczych. Rozdziat 4.
rozprawy, zatytutowany ,Wyniki badan i dyskusja” zredagowany zostat w oparciu
o podstrukture odzwierciedlajagcg poszczegoine zadania badawcze realizowane
w ramach projektu doktorskiego. Zaznaczy¢ nalezy przy tym, iz zaprezentowany cykl
badan stanowi, moim zdaniem, spodjnie i elegancko zaprojektowany szereg
eksperymentow, obejmujgcych problemy badawcze poczatkowo bardziej ogélne
a nastepnie szczegotowe, w ktorych problemy poznawcze pojawiajgce sie
w poszczegdlnych  czeSciach stanowia wyzwania badawcze w  kolejnych.
Przeprowadzone badania dotyczyly wiec, miedzy innymi, cytotoksycznosci
ksantohumolu w stosunku do komaérek fibroblastow linii komérkowej NHDF, okreslane;
z zastosowaniem testu MTT w potaczeniu z analizami mikroskopowymi zmian na
poziomie morfologicznym; przezywalnosci komérek prawidtowych fibroblastow oraz
komérek nowotworowych piersi (linii komérkowej T47D) i prostaty (linii komorkowej PC-
3) z zastosowaniem testu NR, réwniez w potaczeniu z analizami morfologicznymi;
identyfikacji komérek apoptotycznych oraz nekrotycznych w oparciu o mikroskopie
fluorescencyjng, przy podwdéjnym barwieniu komorek oranzem akrydynowym i bromkiem
etydyny; analiz cytometrycznych w oparciu o test Aneksyna V-FITC. W ramach bloku
badan spektroskopowych prowadzone bylty poréwnawcze badania chemometryczne
podstawowych klas biomolekut w prawidtowych oraz rakowych liniach komorkowych zas
w bloku badan strukturalnych opierajgcych sie na technice monowarstw Langmuira,
badania lipidowych ukfadéw wielosktadnikowych, ukierunkowane na poznanie
specyficznych determinantow odpowiedzialnych za oddziatywanie ksantohumolu
z membranami biologicznymi. Tresci prezentowane w ramach rozdziatu 4. zawieraty
réwnolegly opis eksperymentéw oraz dyskusje uzyskanych wynikéw. Najwazniejsze
rezultaty z przeprowadzonych badan uwypuklone zostaty rowniez w ramach rozdziatu 5.
pt. ,Podsumowanie” oraz wypunktowane w zestawieniu stanowigcym rozdziat 6. pt.
~Whnioski”.

W peini podzielam zdanie Doktorantki w zakresie wskazania najwazniejszych
osiaggniec pracy, wyartykutowanych w ramach tego rozdziatu. Szczegdlnie wazne, moim

zdaniem, jest dostarczenie bezposrednich dowodow na przeciwnowotworowg aktywnosé



ksantohumolu w stosunku do linii komérek rakowych piersi oraz prostaty, przy niskiej
cyctotoksycznosci dla ludzkich komorek prawidtowych. Ponadto, szczegolnie waznym
aspektem analizowanej pracy doktorskiej wydaje mi si¢ zaproponowanie konkretnych
mechanizmow molekularnych, na drodze ktorych ksantohumol mogtby oddziatywaé

z membranami, ksztattujgc swojg wysokg aktywnos$¢ biologiczng.

Na podkreslenie zastuguje rowniez klarownos¢ jezyka rozprawy oraz jej wyjgtkowo
wysoki poziom edytorski. Mégtbym zaproponowac Autorce jedynie kilka drobnych korekt.
Oto ich krotka lista:

1. Str. 13., 5. wiersz od dotu, ,kagta” w miejsce ,kata”
Str. 15., 5. wiersz od gory, proponuje ,wstrzykiwaniu” w miejsce ,inkorporowaniu”
Str. 77., 15. wiersz od gory, proponuje ,maksimum wzbudzenia” oraz ,maksimum
emisji” w miejsce ,maksymalne wzbudzenie” oraz ,maksymalna emisja”

4. Str. 119., 6. wiersz od dotu, zamiast ,9 smoothing points” raczej ,wygtadzane na 9
punktach”

5. Str. 119, wiersz 5. od dotu oraz ponizej, moim zdaniem chodzi raczej o funkcje
przeciwng do drugiej pochodnej niz odwrotng (czyli ,minus” a nie ,1 przez”)

6. Str. 125., 3. wiersz od goéry, zamiast ,dane nie potwierdzajg sie z rezultatami”
proponuje ,dane nie potwierdzajg rezultatow”

7. Str.177., 6. wiersz od dotu, zamiast ,w widmach IR” proponuje ,w widmach absorpcji
IR".

Tak wieloaspektowe oraz obszerne opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorska
pani mgr Barbary Gieroby, dostarcza wielu nowych oraz cennych informacji, pobudzajac
jednoczesnie ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego moga by¢ nastepujace pytania:

1. Na str. 118. rozprawy dyskutowana jest interesujgca obserwacja wzrostu stosunku
intensywnosci w widmach absorpcji IR, pasm odpowiadajgcych grupom CH2 oraz
CHa. Zastanawiam sie czy wynik taki nie moze, rowniez albo po prostu, by¢
interpretowany jako skutek odpowiedzi komérek na obecno$¢ zwigzkow

egzogennych w postaci biosyntezy lipidéw o dtuzszych fancuchach acylowych?
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Efekt taki przektadatby sie zdecydowanie na modyfikacje wiasnosci strukturalnych

oraz dynamicznych fazy lipidowej, zaburzajgc tym samym funkcjonalnosc¢ bton.

2. W obrebie catej rozprawy, pasmo w widmach absorpcyjnych IR w rejonie
spektralnym 1730 cm™! przypisywane jest fosfolipidom. W petni zgadzam sie z taka
interpretacjg, nadmienic¢ jednak chciatbym, ze estrowe grupy karbonylowe innych
lipidow, lezace na granicy fazy polarnej i niepolarnej dwuwarstw lipidowych,
rowniez dajg wktad do tego pasma. Nawet wowczas gdy gtowy polarne nie
posiadajg w swojej strukturze grupy fosforanowej, na przyktad glikolipidy.
Zgadzam sie jednak, iz fosfolipidy stanowig dominujgcy sktadnik fazy lipidowej
bton badanych organizméw, co uzasadnia¢ moze zastosowane uproszczenie.
W zwigzku z faktem, iz pasmo to odpowiada drganiom rozciggajacym grupy
karbonylowej, jego potozenie ulega¢ moze znacznym przesunieciom w strone
nizszych liczb falowych, pod wplywem formowania wigzan wodorowych
i praktyczne pokrywac¢ moze sie z pasmem biatkowym amid |. Efekt ten znacznie
utrudnia formutowanie wnioskéw opierajgcych sie na analizie intensywnoséci tego
pasma, tak jak na przyktad na str. 125. Zaznaczy¢ chciatbym w tym miejscu, ze
moim zdaniem, Doktorantka zachowata w tym wzgledzie zalecana, daleko idaca

ostroznosc.

3. Z zapartym tchem $ledzitem, opisane na stronach rozprawy, zmagania Doktorantki
z formowaniem oraz badaniem warstw jednoczgsteczkowych ksantohumolu na
granicy faz woda-powietrze, wobec faktu iz zwigzek ten tworzy monowarstwy,
w zasadzie, na granicy stabilnosci. Analizujgc izoterme sprezania tego zwigzku,
na przyktad prezentowang na Rys. 33. (str. 128), zauwazy¢ mozna niezerowe
cisSnienie powierzchniowe, nawet juz na poczatku eksperymentu, przy $rednich
powierzchniach molekularnych nieco powyzej 50 A2, Oznacza¢ to moze,
iz czgsteczki lezace na powierzchni subfazy juz od poczatku eksperymentu, po
odparowaniu rozpuszczalnika, oddziatujg pomiedzy sobag zas wyrazny wzrost

ciénienia powierzchniowego w przedziale powierzchni ponizej 30 A2 zwigzany jest



z reorientacjg czasteczek ksantohumolu do pozycji wertykalnej w stosunku do

powierzchni membrany. Ciekaw jestem jakie jest zdanie doktorantki na ten temat.

4. Bardzo interesujacy wynik wigze sie, moim zdaniem, z zarejestrowang znaczacg
pod-addytywnoscig w monowarstwach dwusktadnikowych formowanych z DPPC
oraz ksantohumolu (Rys. 41., str. 137.). Stosunkowo niewielki dodatek
ksantohumolu skutkuje obnizeniem $redniej powierzchni na czasteczke
w monowarstwie mieszanej o az o ok. 20 A2 w stosunku do oczekiwanej.
Zastanawiam sie, czy efekt taki nie oznacza niemal catkowitej eliminacji
czgsteczek ksantohumolu z granicy faz, na drodze zwigzania ich z gtowami
polarnymi lipidow, zakotwiczonymi w subfazie. Mogto by to wskazywac¢ na miejsce
i mechanizm wigzania zwigzku przez btony formowane z tego lipidu. Chciatbym

zaprosi¢ Doktorantke do wypowiedzi na ten temat.

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi€, iz pani mgr Barbara Gieroba przedstawita
bardzo wartoSciowg rozprawe doktorska, opierajaca sie na wynikach precyzyjnie
zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Czesc¢
wynikow tych badan ogtoszona zostata juz réwnolegle w publikacjach, w tym
w renomowanym czasopismie J. Natural Products. W mojej ocenie, rozprawa doktorska
przedstawiona przez mgr Barbare Gierobe spetnia w zupetnosci warunki okreslone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
1 1767). Co wiecej, w moim odczuciu, walory samej rozprawy, w szczegolnosci zas
wazne wyzwania badawcze oraz znaczna liczba oraz waga uzyskanych rezultatow
sprawiajg, iz rozprawe doktorskg postrzegam jako wyrdzniajgca. Gratulujgc tak
warto$ciowych rezultatow uprzejmie wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie pani

mgr Barbary Gieroby do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegdélnosci

M

do publicznej obrony.



