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Instytut inzynierii Materiatowej

OCENA

pracy doktorskiej Pani mgr Doroty Pomorskiej, zatytutowanej: ,Badanie nowych
syntetycznych heterocykli jako potencjainych zwigzkow o dziataniu przeciwnowotworowym”

Przedstawiona mi do recenzji praca wykonana zostata w Zaktadzie Chemii
Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Anny
Janeckiej i przy pomocniczym promotorstwie Pani dr Katarzyny Gach-Janczak. Praca
finansowana byta z granéw:

- Opus NCN nr 2012/07/B/ST5/0-2006, kierowany przez Prof. dr hab. inz. Tomasza
Janeckiego;

- Sonata NCN nr 2005/17/D/NZ3/02226, kierowany przez dr Katarzyne Gach-Janczak;

z projektow wtasnych Uniwersytetu Medycznego w todzi:

- nr 502-03/1-156-02/502-14-191, kierowany przez dr Katarzyne Gach-Janczak;

- nr 502-03/1-156-02/502-14-241, kierowany przez Doktorantke;

oraz w ramach badan statutowych Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 502-03/1-156-
02/503-11-02.

Praca obejmuje 147 stron, wiaczajac w to 12 tabel, 31 rysunkéw, 30 wykreséw, 153 pozycji
literatury oraz zestawienie dorobku naukowego Doktorantki.

Choroby nowotworowe uznawane s3 za jedng z gtdwnych przyczyn zgondw w krajach
rozwinigtych. Jest to wystarczajacy powdd, aby chorobom tym poswieci¢ duze nakfady
finansowe oraz uwage pracownikéw nauki. Pomimo osiggnigcia znaczacych postepow w
walce z t3 choroba, bo niektére rodzaje nowotworéw poddaja sie skutecznej terapii, w
dalszym ciggu rokowania w przebiegu tej choroby s3 bardzo powazne. Jedng z przyczyn
takiego stanu rzeczy jest to, ze pod wspdélnym pojeciem choréb nowotworowych mieszcza
sie bardzo réine nowotwory. Ich cechg wspdlng jest niekontrolowany rozrost tkanki
nowotworu ale znaczaco réznia sie przyczyng powstania, mechanizmami funkcjonowania i
unikania zniszczenia przez ukfad odpornosciowy a takze inwazyjnoscig. Wiasciwie nalezatoby
mowi¢ o réznych jednostkach chorobowych, ktére wymagaja zréznicowanej strategii
terapeutycznej dla osiagniecia sukcesu w ich zwalczaniu. Z tego tez powodu bardzo
potrzebne sy nowe zwiazki chemiczne wykazujace selektywnie efekty toksyczne w stosunku
do komérek réznych rodzajéw nowotworéw, przy akceptowalnym ryzyku ich wptywu na
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prawidtowe komoérki organizmu. W tym znaczeniu zainteresowanie Doktorantki nowymi
syntetycznymi analogami naturalnie wystepujacych substancji o toksycznym dziataniu na
komorki ulegajace intensywnemu namnazaniu nalezy uzna¢ za dobrze wpisujace sie w
aktualny trend badawczy walki z chorobami nowotworowymi.

Manuskrypt rozpoczyna sig informacja o zrédtach finansowania badan, streszczeniem oraz

spisem stosowanych skrétéw i symboli, po ktérych nastepuje wprowadzenie w

problematyke dotyczaca rozprawy, oparte na aktualnej literaturze. W pierwszej kolejnosci

omowione sg zwigzki chemiczne bedace w obszarze zainteresowan badawczych Doktorantki

oraz potencjalne mechanizmy ich wptywu na biochemig komérki, w tym gtéwnie na procesy,

ktére moga by¢ zahamowane w komérce nowotworowej prowadzac do jej $mierci. W

nastepnej kolejnosci Doktorantka przedstawita linie komérkowe uiyte w trakcie prac

badawczych, w tym linie komérkowe wyprowadzone z komérek nowotworowych (komérki

raka sutka MCF-7 i komérki biataczki promielocytowej HL-60) oraz komérki pierwszorzedowe

srédbtonka naczyniowego HUVEC i prawidtowe komérki epitelialne sutka MCF-1GA.

Wszystkie rodzéje komérek s pochodzenia ludzkiego. Po tym wprowadzeniu przedstawiony

jest cel pracy w formie czterech punktéw zarysowujacych zamierzenia Doktorantki, to jest:

1. Zbadanie wtasciwosci cytotoksycznych nowych analogéw w stosunku do komérek
nowotworowych i prawidtowych

2. Wyselekcjonowanie zwigzkéw o najwiekszej aktywnosci

Zbadanie wptywu wybranych analogéw na rézne procesy komérkowe

4. Ocena synergistycznego dziatania wybranych zwigzkow w potaczeniu ze znanymi lekami
przeciwnowotworowymi o réznych mechanizmach dziatania.

&

W rozdziale Materiat i Metody Doktorantka kolejno przedstawita:

1. Linie komérkowe uzyte w badaniach z podaniem zrédfa ich pochodzenia i warunkéw
hodowli.

2. Uzyte odczynniki i zestawy gotowych odczynnikéw w formie komercyjnie dostepnych
testow.

3. Wykaz stosowanej aparatury

4. Metody badawcze, w tym:
- hodowle komérkowa oraz przygotowanie badanych substancji do uzycia
- badanie cytotoksycznosci testem MTT
- badanie potencjatu proliferacyjnego, uszkodzei DNA oraz indukcji apoptozy z
wykorzystaniem testu »~Apoptosis, DNA Damage, and Cell Proliferation Kit”
- badanie indukcji apoptozy z wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanej aneksyny V
oraz jodku propidyny
- badanie indukcji reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem ,CellROX Green Oxidative
Stress Reagent”
- badanie zmian potencjatu btonowego mitochondrium z wykorzystaniem ,,Cell Meter JC-
10 Mitochondrial Membrane Potencjal Assay Kit”
- badanie faz cyklu komérkowego z uzyciem rybonukleazy i jodku propidyny
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- ocena zmian w ekspresji wybranych genéw metodg qRT-PCR

- badanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB z wykorzystaniem fluorescencyjnie

znakowanych przeciwciat oraz metodg ELISA

- analiza statystyczna (test t-Studenta lub one-way ANOVA)
Metody badawcze wybrane zostaly racjonalnie dla zrealizowania zatozonego celu
badawczego, w niektérych przypadkach (indukcja apoptozy i aktywacja czynnika
transkrypcyjnego NF-kB) badajac ten sam parametr dwukrotnie réznymi testami. Metody
opisane sg poprawnie a liczba zastosowanych metod badawczych budzi podziw.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawiata zestawienie warto<ci Clso dla poszczegélnych
badanych analogéw w stosunku do komérek nowotworowych (linie komérkowe MCF-7 i HL-
60), a dla analogéw o najwyzszej cytotoksycznosci dodatkowo dla komdrek prawidtowych
(HUVEC i MCF-10A). Na podstawie przedstawionych zestawieri do dalszych badan wybrano
te analogi, ktére cechowaly sie duzg cytotoksycznoscia w stosunku do komérek linii
nowotworowych i stosunkowo niska dla komorek prawidtowych. W grupie a-metyleno-§-
laktonéw przebadano 25 analogéw, w grupie a-metyleno-y-laktaméw przebadano 21
analogéw, a w grupie zwigzkéw hybrydowych zawierajacych motyw naftalenodionu byto to
10 analogéw wiaczajac Doksorubicyne. tacznie daje to 56 analogéw zastosowanych wobec
dwdch linii komérkowych. Dodatkowo dia 12 wybranych analogéw zbadano cytotoksycznosé
w stosunku do komdrek prawidtowych (HUVEC oraz MCF-10A). Biorac pod uwage, ze
wyznaczenie wartosci Clso wymaga wykonania badan dla szeregu stezen badanych analogéw
nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka wykonata ogrom pracy. Jednak juz na tym etapie pracy
Doktorantka stwierdzita, ze: »Niestety badane analogi okazaty sie mato selektywne.” (str.
71).

W nastepnej kolejnosci poddano badaniu tylko komorki nowotworowe linii MCF-7 i HL-70 w
celu wskazania mechanizméw dziatania wybranych analogéw, takze w warunkach
synergistycznego wspétdziatania z lekami przeciwnowotworowymi o znanych mechanizmach
dziatania. Uzyskane wyniki s poprawnie zaprezentowane i interpretowane.

Dyskusja wynikéw przeprowadzona jest poprawnie z dobrg znajomoscig literatury.
Zaproponowane zostaty przypuszczalne molekularne mechanizmy dziatania zwigzku DL-249
(Rys. 30) i zwigzku 49 (Rys. 31). Wskazano, ze zwigzek DL-249 (a-metyleno-8-lakton)
wykazuje dziatanie synergistyczne na badane komdrki nowotworowe MCE-7 w potaczeniu
taksolem przy braku synergii w potaczeniu z oksaliplatyna. Z kolei zwigzek 39 (a-metyleno-y-
laktam) wykazywat synergistyczne dziatanie z oksaliplatyng oraz 5-fluorouracylem, ale nie z
taksolem. Jak wida¢ daleko idgce podobiedstwo strukturalne obu tych analogéw nie skutkuje
podobnym efektem synergistycznym. Zwigzek 49 (hybryda naftalenodionu) nie dziatat
synergistycznie z zadnym z uzytych lekéw antynowotworowych.

Dyskusje koriczy 6 wnioskéw, ktére wiasciwie petnig role syntetycznego podsumowania
dyskusji. Uwazam, ze Doktorantka powinna na podstawie tego podsumowania sformutowaé
jeden, géra dwa wnioski wyptywajace z wykonanej pracy badawczej i podkreslajace
realizacje zatozonego celu.
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Ocena przedstawionej mi pracy jest pozytywna, choé w trakcie jej lektury nasunety mi sie
pewne krytyczne uwagi o charakterze ogélnym przytoczone ponizej:

- Dla komérek nowotworowych sutka Doktorantka dobrata partnera w postaci prawidtowych
komérek epitelialnych sutka, natomiast partnerem dla komérek biataczki miatyby by¢
komorki srédbtonka naczyrh krwionosnych. Dlaczego nie dobrano komérek prawidtowych
izolowanych z krwi lub $ledziony? Z catg pewnoscia stanowityby lepszy materiat
poréwnawczy.

- Po wykonaniu oceny cytotoksyczniosci i wyznaczeniu wartoéci Clsy Doktorantka stwierdzita,
ze brak jest selektywnego toksycznego dziatania badanych analogow na komdrki
nowotworowe w stosunku do komérek prawidfowych. Dlaczego kontynuowano dalsze
kosztowne badania z wybranymi analogami, o ktérych wiadomo bylo, ze sg podobnie
toksyczne dla komérek nowotworowych i prawidtowych? Czy byta to prosta realizacja
zatozonego celu, czy tez spodziewano sie osiggniecia jakich$ innych, niesprecyzowanych w
zatozeniach celow?

- Dlaczego w przypadku a-metyleno-8-laktonéw (Tabela 7) wybrano zwigzek o numerze 4
(DL-249) a nie zwigzek o numerze 6, ktéry byt znacznie bardziej toksyczny w stosunku do
komérek HL-60 i podobnie silnie toksyczny w stosunku do komérek MCF-7, a zdecydowanie
mniej toksyczny w stosunku do komérek prawidiowych?

Mam rowniez uwagi o charakterze szczegétowym:

- Czy aby na pewno system uzdatniania wody firmy Millipore wykorzystuje zjawisko dializy
(str. 51)

- Dlaczego w testach nie wykorzystywano DMSO w stezeniu 0,1% jako kontroli negatywne;j?
Stwierdzenie: ,Moje badania wykazaly, ze w tym stezeniu DMSO nie wywierato wptywu na
badane parametry.” Jest mato profesjonalne i dalece niewystarczajace.

- Czy do wykonywanie rozciericzeri badanych analogéw, wyjsciowo rozpuszczonych w DMSO,
wykonywano z uzyciem DMSO czy tez medium lub buforéw wykonywanych na bazie wody?

Pomimo przedstawionych powyzej pytan i uwag krytycznych stwierdzam, ze praca jest
wartosciowa i wnosi istotne wartosci poznawcze, oraz dokumentuje dobre przygotowanie
warsztatowe Doktorantki do owocnej pracy badawczej. Oceniana praca spetnia wymagania
stawiane w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z péZniejszymi zmianami zamieszczonymi w
Ustawie z dnia 21 kwietnia 2017 roku.

Przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Doroty Pomorskiej do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego i nadanie stopnia doktora nauk medycznych w zakresie biologii medyczne;j.

Dobra Nowiny, 20 wrzesnia 2017 roku
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