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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pani lek. Tatsiany DAMPS
pt: ,,Wptyw hydrolizatéw wetny i wybranych substancji leczniczych na zZywotnosé
komorek raka kolczystokomorkowego skory in vitro”
wykonanej w Instytucie Medycyny Doéwiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie
pod kierunkiem: dr hab. Ewy Klodziriskiej, prof. IS-PIB jako promotora
oraz dr hab. n. med. Joanny Czuwara jako co-promotora.

Wsréd wielu zagrozen na jakie narazony jest czlowiek, choroby cywilizacyjne
i nowotworowe stanowig dominujgcg grupe. Szczegbélnym przypadkiem
zainteresowania kosmetologéw, dermatologéw i onkologéw sg nowotworowe
choroby skéry. Obok powszechnie diagnozowanego czerniaka (melanoma), i jego
ré6znych odmian, rak kolczystokomérkbwy skéry  (carcinoma  spinocellulare)
to inwazyjny nowotwoér zlosliwy wywodzacy sie z keratynocytéw. Jest on drugim
pod wzgledem czestosci wystepowania (po raku podstawnokomoérkowym)
nowotworem skéry i stanowi 20% wszystkich nowotworéw skéry niebedacych
czerniakami. Charakteryzuje sie on powolnym wzrostem i zdolnoscig do tworzenia
przerzutéw, a pézno zdiagnozowany moze prowadzi¢ do degradacji otaczajgcych go
komoérek. Powoduje przerzuty do regionalnych weztéw chtonnych ale tez narzadow
odlegtych. Stad diagnostyka jego jest trudna a najskuteczniejszym leczeniem jest
wczesne chirurgiczne usuniecie ogniska. Inng metoda jest leczenie miejscowe via
kombinacja radioterapia/chemoterapia. W ostatnim czasie, w literaturze fachowej,
pojawilo sie wiele prac po$wieconych zastosowaniu réznego rodzaju preparatéw
pochodzenia naturalnego. Substancje biologicznie aktywne pozyskiwane z materiatu
roslinnego lub/i zwierzecego izolowane/ekstrahowane sa klasycznymi metodami
fizycznymi, chemicznymi czy fizykochemicznymi. W praktyce coraz czeSciej
stesowane sa tez metody biologiczne (enzymatyczne) jak réwniez kombinacje
wspomnianych technik. Wsér6d calej gamy substancji biologicznie aktywnych,
pochodzenia roslinnego, dominujg indywidua majace swoéj udziat w mechanizmach
zwigzanych z procesami tzw. stresu oksydacyjnego (tj: flawonoidy, alkaloidy,




katechiny, polifenole, taksony i inne). Do grupy zwiazkéw pochodzenie
zwierzecego, ktére wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe nalezg m. in. biatka
z grupy keratyn bedace komponentami cytoszkieletu keratynocytéw. Biatka te
najczesciej pozyskiwane sg z welny, wlosoéw, kopyt czy piér. Hydrolizaty te stuza do
przygotowania preparatéw stosowanych w procesie terapeutycznym.

Zagadnieniom tym po$wiecona jest niniejsza praca, w ktorej Autorka
skupifa si¢ nad zbadaniem i wykazaniem wlasnie terapeutycznych
wiasciwosci  hydrolizatéw pozyskanych z welny alpaki poprzez ich
fizykochemiczng i biologiczng charakterystyke i przeciwnowotworowe
dziatanie na komérki raka kolczystokomérkowego. W oryginalnej koncepdji i
konsekwentnej realizacji zamierzonych celéw doszuka¢ sie mozna tzw.
»nowosci naukowej”. Tematyka ma réwniez wymiar aplikacyjny, jako ze moze
sta¢ si¢ podstawg praktycznego wykorzystania i zastosowania w terapii
rutynowe;.

Przedstawiona do recenzji dysertacja jest typowym dla tego typu
opracowaniem zwartym. Znajdzie sie tu rozdzialy tj.: Wstep, ktore
wprowadzaja czytelnika w zagadnienia opisane w ocenianej rozprawie. Dalej
to Czesc teoretyczna, stanowigca przeglad piSmiennictwa i dotychczasowe
osiggniecia w tym zakresie. Kolejny rozdziat to Czg$¢ doswiadczalna, w ktérym
Doktorantka umiescita podrozdziaty: Zatozenia i Cel pracy, Materiaty i metody
zastosowane do realizacji wytyczonych celéw i harmonogramu zadan, dalej
Wyniki i ich Dyskusja, a cato$¢ koriczy Podsumowanie i Whioski no i oczywiscie
Literatura. By opracowanie byto kompletne i przejrzyste Autorka wyposazyta
je w Wykaz Skrotow i Abstrakt w jezyku angielskim.

Oceniane opracowanie liczy 97 stron maszynopisu, do$¢ bogato
dokumentowanego rysunkami, fotografiami i schematami (38) oraz trzema
tabelami i 155 pozycjami przypiséw literaturowych. Nalezy podkresli¢, ze
cytowane prace w wigkszosci przypadkéw datowane sg, na ostatnie
pietnastolecie!!! Ze wzgledu na uklad opracowanie podoba mi sig. Tekst
napisany jest jasnym i poprawnym jezykiem i czyta sie go bardzo dobrze.
Oczywiscie, jak w kazdej recenzowanej pracy doszukaé¢ si¢ mozna réznych
uchybieri i niejasnosci. Zadaniem recenzenta jest wylowi¢ je, poddaé
krytycznej ocenie i dyskusji. Wywiazujac si¢ z tego obowigzku stwierdzam, iz
w tekscie znalazlem pare ,lapsus6w” nomenklaturowych i postugiwanie sie
jezykiem zargonowym. Podobnie w wielu przypadkach stwierdzam
omytkowe zamieszczenie lub brak przypisow literaturowych. Szczegoélnie to
razi w kontekscie waznych dla rozprawy prac prof. A. W. Lipkowskiego. Da




si¢ to jednak wybaczy¢, cho¢ trzeba je wyartykulowaé by je eliminowag,
zwlaszcza w jezyku i tekécie o charakterze naukowym.

Czgs¢ teoretyczna, to przeglad piSmiennictwa, gdzie Doktorantka w
zwiezly spos6éb przedstawila istotne informacje dotyczace etiopatogenezy
skérnych zmian nowotworowych. To ciekawe i bardzo merytoryczne
przestawienie tego waznego tematu. Recenzent w znaczacy spos6b
powigkszyt swoja wiedze, dzieki czemu wprowadzony zostal w te nielatwe,
interdyscyplinarne zagadnienia. Uzupelnieniem tego jest bardzo obrazowo
przedstawiony opis przemian przebiegajacych na poziomie komérkowym.
Kolejnym ciekawym rozdziatem jest cze$¢ poswiecona aktualnym metodom
terapeutycznym. W tej czeéci czytelnik znajdzie odnosniki do metod
chirurgicznych, radiologicznych jak i farmakologicznych. To krotkie,
aczkolwiek ciekawe przedstawione kompendium wiedzy. Szkoda, ze w
rozdziale po$wieconym preparatom roslinnym nie zwrécita Pani uwagi na
prace grupy prof. Placka i wykorzystanie cyklitoli jako surowca do formulacji
intersujgcych preparatéw terapeutycznych. Nalezy Doktorantke pochwali¢ za
krotki opis i charakterystyke keratyny. Szkoda jednak ze w tym rozdziale,
zreszty jak w calej rozprawie, unika Pani chemii. Dobrze byloby przedstawic¢
jakas strukture tego waznego i intersujgcego biatka. Schemat zamieszony na
Ryc. 13 (str. 40) to zbyt malo. Niestety brakuje tu odniesienia do, wg mnie
waznych, pionierskich prac prof. T. Wolskiego z Lublina czy prof. H.
Goreckiego z Wroclawia. Najwieksze moje zastrzezenie odnosi sie¢ do opisu
hydrolizatéw, a w zasadzie braku informacji o metodyce opracowanej i
opatentowanej przez prof. A. W. Lipkowskiego. Mysle, ze na tym etapie
studiéw i realizacji badan krétki akapit z danymi opisujagcymi chemizm i
mechanizm procesu winien by¢ zamieszczony. Ta uwaga odnosi sie tez do
rozdziatu Zatozenia i Cel pracy. Nie najlepiej to $wiadczy o starannosci
przeprowadzonego przegladu literatury i precyzji sformutowanych tez.

W czgsci dosSwiadczalnej Doktorantka starala sie opisa¢ metodyki
1 warunki przeprowadzonych operacji jednostkowych, zastosowane techniki
pomiarowe oraz wykaz materialéw i odczynnikéw zastosowanych w
badaniach. Wprawdzie w rozdziale tym zamieszczony jest opis hydrolizy i
hydrolizaty zastosowane do badan, ale sg one oszczedne w treéci. Schemat z
Ryc. 14 to zbyt malo. Tym bardziej, ze w rozdz. 4.2 pisze Pani o badaniu i
charakterystyce biatek, a wiasnie ta fizykochemiczng charakterystyke traktuje
Pdni po macoszemu. Szkoda. Podobnie jest z danymi przedstawionymi na
Ryc. 17, 18 i 19. Co jest co?, i co mozna przypisa¢ poszczegblnym sygnatom?
Brak komentarza.




Za najwazniejsze dokonania Doktorantki nalezy uznac¢:

. Zaproponowanie oryginalnej idei i przeprowadzenie badan pilotazowych z
zastosowaniem hydrolizatéw biatek i peptydéw uzyskanych z welny alpaki
w terapii raka kolczystokomérkowego i badan poréwnawczych na
prawidtowych keratynocytach.

. Stwierdzenie w wyniku systematycznych badan, ze zastosowane i
opracowane kompozyty na bazie hydrolizatow z welny alpaki wykazuja
antybakteryjne wiasciwosci zar6wno w stosunku do patogenéw Gram-
ujemnych jak i Gram-dodatnich, przy czym wigksza skutecznos¢ wykazuja
w stosunku do bakterii Gram-ujemnych (Esichichia coli) .

. Zaobserwowanie i postawienie hipotezy, ze komorki po inkubacji z
wyizolowanymi hydrolizatami z welny alpaki ulegly czesciowej lizie przez
co obnizeniu ulegla Zywotnoé¢ komoérek nowotworowych (MR24 o 67%).
Dla linii komérkowych SCC-25 i sHEK zywotnos¢ ta spada odpowiednio 39
i 56%. Potwierdzeniem tego moga by¢é dodatkowe sygnaly na
elektroforegramach oraz nizsze wartosci potencjatéw zeta.

. Wykazanie, ze najnizsza aktywnos¢ biologiczna wykazuja hydrolizaty o
symbolu MR2, za$§ hydrolizaty MR3 i MR4 wykazaly najwieksze
zahamowanie migracji komérek w stosunku do linii keratynocytow SCC-
25. Hydrolizat MR1 o stezeniu 0,001 % po 72 godz. inkubacji nie wykazat
znaczgcej aktywnosci.

. Zastosowanie 5-fluorouracylu w relacji z hydrolizatami z welny alpaki
powodujgce obnizenie zywotnosci komérek nowotworowych linii SCC-25
w stosunku do linii 5-FU, za$ dodatek 1 uM diklofenaku skutkowalo
obnizeniem zywotnosci komoérek raka kolczystkomoérkowego.

W tym miejscu nalezy stwierdzi¢, Ze w znaczacym stopniu zatozone cele i

zamierzenia wyznaczone przez Panie Promotor i Doktorantke zostaly
osiggnigte. W zwigzku z tym mam kilka pytan i uwag dotyczacych zatozen
badawczych, uzyskanych wynikéw i danych eksperymentalnych:

1. Jakie byly kryteria wyboru keratyny pozyskanej z welny z alpaki?
Nigdzie bowiem w ocenianym opracowaniu nie znalazlem argumentéw
wskazujagcych na zasadnos¢ takiego wyboru, poza przypisem
literaturowym. Sg przeciez inne zrédla pozyskiwania keratyny (np.
piora, wlosy, welna owcza, ect) o czym pisze Pani sama. Szkoda, ze w
ramach badarn nie dokonala Pani takiego poréwnania. Prosze o
komentarz w tej kwestii.

2. Jaka byta struktura zastosowanej w badaniach keratyny? Wprawdzie
wspomina Pani o istnieniu obu struktur (str. 40, Rys. 13) ale nie
komentuje czy rozwaza ich Pani. Stwierdza Pani autorytatywnie, ze

* struktura a- bylaby tg dogodng do tworzenia preparatu/procesu
terapeutycznego. Dlaczego? Jakie sg przestanki naukowe. Stwierdzenie,
ze ,podobny dobrze oddziatuje z podobnym”, to wprawdzie stara prawda
chemiczna, ale to wg mnie zbyt mato jak na interpretacje naukowa.




3. Co kierowato Panig przy wyborze takich a nie innych hydrolizatow?
Podanie sktadu pierwiastkowego to chyba zbyt mato jak na powazne
rozwazania naukowe, zwtlaszcza chemiczne. Nigdzie nie znalaziem
sktadu aminokwasowego badanych hydrolizatéw biatkowych. Mysle, ze
taka informacja bardziej przekonywujgco odniosta by sie do interpretacji
wynikéw i zamieszczonych rozwazan. Tym bardziej, ze hydrolizaty
keratynowe dobrze opisane sa w literaturze przez polskich badaczy.

4. Podobnie mato przekonywujaco brzmi interpretacja dotyczaca
aktywnosci 1 przezywalnosci komoérek bez uzycia cytometrii
przeptywowej czy cytometrii masowej. To prawda, pewne wnioski
mozna wyciagna¢ z pomiaru potencjalu zeta, ale sa one raczej
spekulatywne w stosunku do danych szczegélowych zwtlaszcza
pomiaréw cytometrycznych. Prosilbym o komentarz w tej kwestii.

5. Pokazuje Pani elektroforegramy, co one w tej postaci wnoszg (Ryc. 24,
str. 59?7 Ktory sygnat odpowiada za miarodajny wynik pomiarowy?
Elektroforegamy nie sa ,czyste”. Czy nie lepiej byloby korelowac
wartoséci potencjalu zeta a danymi elektromigracyjnymi? Tu zreszty
wiecej jest uwag odnoszacych si¢ do interpretadji.

6. Czesto uzywa lub naduzywa Pani poje¢ optymalizacja czy optymalny
(np. sktad hydrolizatu, czy wynikéw pomiarowych). Co Pani rozumie
pod pojeciem ,,optymalny”? Czy nie trafniej byloby uzy¢ okreslenia dobor
czy wyboér w kontekscie sktadu?

Reasumujgc, powyzsze uwagi majag wprawdzie charakter dyskusyjny i
nieco obnizaja mojg pozytywng, merytoryczng oceng¢ pracy.
Spodziewam sie, ze uzyskam na nie odpowiedZz podczas publicznej
obrony. Jednoczes$nie uwazam, ze w Swietle obowigzujagcego prawa
(Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, a
w szczegolnosci artykuly i przepisy; O stopniach naukowych i tytule
naukowym wraz z uzupelnieniami) przedstawiona rozprawa spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie o dopuszczenie Pani lek. Tetsiany
Damps do dalszych etapéw postepowania celem uzyskania stopnia
doktora nauk w dyscyplinie nauk medycznych, w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu.
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