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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Doroty Katarzyny
Pomorskiej p.t. ,Badania nowych syntetycznych heterocykli
jako potencjalnych zwigzkéw o dziataniu
przeciwnowotworowym”

Rozprawa doktorska mgr Doroty Pomorskiej zostata wykonana w latach 2014-2017 w
Zaktadzie Chemii Biomolekularnej, w Miedzywydziatowej Katedrze Chemii i Biochemii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Janeckiej
(promotor) i dr Katarzyny Gach-Janczak (promotor pomocniczy). Przedmiotem rozprawy sg
badania podstawowe z zakresu chemii medycznej, ktérych celem jest scharakteryzowanie
wlasciwosdci przeciwnowotworowych nowych zwiazkéw heterocyklicznych, zawierajacych
biologicznie aktywne motywy strukturaine.

Zgodnie z wymaganiami Ustawy o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
(Dziennik Ustaw Nr 65, poz. 595, Art. 13) przedmiotem mojej oceny sg nastepujace elementy
Rozprawy:

A. Ogodlna wiedza Kandydatki w uprawianej dziedzinie naukowej
B. Umiejgtnos¢ prowadzenia badan naukowych
C. Oryginalno$¢ rozwigzanego problemu naukowego

Przedstawiona do oceny praca (147 stron) ma ukiad typowy dla prac biologicznych i
rozpoczyna sig Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, listg stosowanych symboli i
skrotow oraz Wstepem literaturowym (28 stron). Cze$¢ Doswiadczalna sktada sie z opisu
Zatozen i Celu pracy, stosowanych Materiatéw i Metod (25 stron), Wynikéw (44 strony) i
krotkiej Dyskusji (8 stron). Rozprawe podsumowuja Whnioski oraz spis cytowanej literatury
(153 odnosniki) i informacje dodatkowe. Oméwiony jest takze dorobek Doktorantki i lista
projektéw, w ramach ktérych wykonano badania wchodzace w zakres rozprawy doktorskiej.

Badania bgdace przedmiotem oceny przeprowadzone zostaty w oparciu o nowe zwigzki
heterocykliczne, ktérych synteza inspirowana byta struktura zwigzkéw naturalnych
wykazujacych wiasciwosci  przeciwnowotworowe. Dlatego tez w Czesci Literaturowej
Doktorantka przedstawia wtasciwoéci zwigzkéw pochodzenia roélinnego, zawierajgcych
motyw a-metyleno-y-laktonu, stosowanych lub badanych w terapii raka. Na przykfadzie
seskwiterpenowego laktonu o nazwie ,partenolid” (PTL), wystepujacego w liéciach ztocienia
maruna, wyjasnia mechanizm aktywnosci alkilujacej tej grupy zwigzkéw w stosunku do



biatek komérkowych, polegajacej na addycji Michaela reszt merkaptylowych cysteiny do a-
metyleno-y-laktonu. Tutaj musze przyznaé, ze mam watpliwos¢ co do nazwy zwigzku,
poniewaz kazdy chemik bedzie miat wqtpliwosé, czy istotnie moze zaj$¢ addycja reszty alkilo-
SH do grupy metylenowej, czy do grupy ,metylidenowej” (=CH,)? Wedtug obowigzujgcej
nomenklatury IUPAC, grupa metylenowa moze utworzyé dwa wigzania pojedyncze, zas
metylidenowa jedno wigzanie podwdjne. Kontynuujac, Doktorantka omawia tei inne
wtasciwosci PTL w stosunku do komdrek nowotworowych, a mianowicie zdolnoé¢ do indukcji
stresu oksydacyjnego, mozliwos¢ zmian powinowactwa czynnikéw transkrypcyjnych do DNA
(co w konsekwencji prowadzi do wzrostu lub inhibicji biosyntezy biatek pro- i anty-
apoptotycznych), oraz do aktywacji/inhibicji czynnikéw sygnatowych i innych funkcjonalnych
biatek. Nawiasem moéwiac, szczegétowe zapoznanie sig z whasciwosciami PTL przydaje sie
Doktorantce w czeéci doswiadczalnej pracy, poniewa: zwigzek ten stosuje jako czynnik
referencyjny w badaniach wfasciwosci przeciwnowotworowych nowych zwigzkéw z
ugrupowaniem a-metyleno-d-laktonowym i a-metyleno-y-laktamowym. W nastepnej czedci
tego rozdziatu Doktorantka skupia sie na charakterystyce biologicznej naturalnych i
syntetycznych naftochinonéw i antrachinonéw, ich udziale w generowaniu stresu
oksydacyjnego w komérce (prowadzacego do apoptozy) oraz na ich cytotoksycznosci
wynikajgcej z podatnosci ugrupowania chinonowego do addycji Michaela biologicznych tioli,
podobnie jak czynia to omawiane wczesniej sprzezone laktony. Najwazniejszym
przedstawicielem tej grupy zwigzkéw jest doksorubicyna, antybiotyk z rodziny antracyklin o
dziataniu cytostatycznym, wyizolowany ze szczepu bakteryjnego Streptomyces peucetius.
Doktorantka podkresla specyficzny mechanizm aktywnosci tego zwigzku polegajacy przede
wszystkim na hamowaniu aktywnosci topoizomerazy Il. Nie bez znaczenia s3 tez
interkalujace wtasciwosci doksorubicyny w stosunku do czasteczki dwuniciowego DNA,
prowadzace do zahamowania syntezy zardwno DNA jak i RNA i, w konsekwencji, do
zahamowania proliferacji komoérek. Czgéé literaturowa koriczy krétka charakterystyka linii
komdrkowych, zastosowanych w badaniach wchodzacych w zakres rozprawy doktorskie;.

Pomimo, ze zasadniczo cata Rozprawa napisana jest dosy¢ przejrzysicie i starannie, to jednak
we wstgpie literaturowym Doktorantka nie ustrzegta sie btednych sformutowan, ktére
wymagaja sprostowania. Uwagi krytyczne dotycza (1) niepoprawnych nazw reaktywnych
form tlenu (Rys. 6) (,anionorodnik ponadtlenkowy” a nie ,anion superoksydowy”, oraz ,jon
nadtlenkowy” a nie ,nadtlenek”). (2) Polski skrét reaktywnych form tlenu to RFT a nie
stosowany tutaj powszechnie ROS. (3) Opis stanu redoks komérki jest dalece nieprecyzyjny —
co znaczy sformutowanie, ie ,przestrzeri zewnatrzkomdrkowa jest w formie bardziej
utlenionej niz wnegtrze komérki”? (4) Btednie opisano zjawisko interkalacji doksorubicyny do
DNA, jako interkalacja miedzy nici DNA (str. 36). Podobny btad wkradt sie tez w czeci
Materiaty i Metody (str. 57), gdzie napisane jest, ze ,fluorescencyjne addukty powstajj
wskutek interkalacji jodku propidyny do komplementarnych zasad”. Prosze Doktorantke o
wyjasnienie tej kwestii podczas publicznej obrony Rozprawy Doktorskiej. Tym nie mniej,
pomimo tych krytycznych uwag, stwierdzam, ze czes¢ literaturowa dobrze wprowadza
czytelnika w obszar badar zawartych w dysertacji i $wiadczy o posiadanej przez Doktorantke
ogolnej wiedzy w uprawianej dziedzinie naukowej.

Gtownym celem badari wchodzacych w sktad Rozprawy doktorskiej byta ocena profilu
aktywnosci  przeciwnowotworowej nowych, oryginalnie zsyntetyzowanych zwigzkow
organicznych, a nastepnie wyselekcjonowanie kandydatéw o potencjalnych wtaéciwoséciach
terapeutycznych do bardziej zaawansowanej analizy ich wptywu na wybrane procesy



zachodzace w komérkach nowotworowych. Badania te zostaly wykonane w ramach
wspotpracy Zespotu Prof. Anny Janeckiej z badaczami z Instytutu Chemii Organicznej,
Politechniki todzkiej, pracujacymi pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Tomasza Janeckiego,
ktdrzy zaprojektowali i zsyntetyzowali zwigzki bedgce przedmiotem Rozprawy.

Do badari wykorzystano tacznie 55 zwigzkéw, z trzech serii: a-metyleno-3-laktonéw (seria |,
zwigzki 1-25), o-metyleno-y-laktamdw (seria II, zwigzki 26-46) i pochodnych naftalenodionu
(seria Ill, zwiazki 47-55). Wstepna ocene cytotoksycznosci zwigzkéw przeprowadzono na
dwoch liniach komérek nowotworowych, a mianowicie linii HL-60 (ludzkiej biataczki
promielocytowej) i MCF-7 (raka piersi). Dla wyselekcjonowanych przedstawicieli kazdej z
serii przeprowadzono badania cytotoksycznosci wzgledem komorek prawidtowych HUVEC
(ludzkich komérek - a nie linii - srodbtonka naczyniowego iyly pepowinowej) i
uniesmiertelnionej linii ludzkich komérek nabtonkowych gruczotu piersiowego MCF-10A
(choroba zwtdknienia gruczotu piersiowego). W zasadzie wszystkie badane zwiazki o
najnizszej wartosci parametru ICso okazaty sie by¢ mato selektywne i byty toksyczne takze dla
komérek prawidtowych. Najwigcej uwagi Doktorantka poswiecita zwiazkowi nr. 4 z serii |,
oznaczonemu alternatywnie jako DL-249. Interesuje mnie, dlaczego ten wtasnie zwigzek byt
wyselekcjonowany do dalszych badan, podczas gdy np. zwiazki 9, 14 i 19 wykazywaty
cytotoksycznos¢ na zblizonym, a w niektorych przypadkach na nawet wyiszym poziomie
(mniejsza wartos¢ 1Csp). Wykorzystujac specyficzne przeciwciata anty-BrdU Doktorantka
wykazata silny hamujacy wptyw zwigzku DL-249 na proliferacje komérek HL-60 i MCF-7,
spowodowany uszkodzeniami DNA (test H2AX), wywotujacymi w konsekwencji apoptoze
komorek (test PARP). Stosujac cytometryczna analize fluorescencyjnie barwionych komérek
(aneksyna V-FITC i jodek propidyny), okreslita rozktad komérek wczesno- i pdino-
apoptotycznych w obu nowotworowych liniach komérkowych w pordwnaniu do rozktadu
pod wptywem wzorcowego PTL. Te sama technike cytometrii przeptywowej zastosowata do
zbadania zdolnosci DL-249 do generowania reaktywnych form tlenu w komérkach HL-60 i
MCF-7. Uzyta tutaj fluorescencyjny barwnik CellROX, a role kontroli pozytywnej petnit
menadion, silny induktor wolnych rodnikéw. Cytometrycznie wykazata powstawanie RFT,
szczegblnie w linii MCF-7, podczas gdy efekt ten byt bardzo staby w linii HL-60. Ponadto,
wykazata obnizony potencjat bfony mitochondrialnej komérek obu badanych linii po podaniu
DL-249 w pordwnaniu do dziatania kontrolnego PTL. Najbardziej interesujace wyniki w tej
serii uzyskata z badan nad wptywem DL-249 na cykl komérkowy i poziom ekspresji
wybranych genéw apoptozy. Znalazta korzystng wtasciwoséé DL-249 polegajaca na obnizaniu
poziomu ekspresji gendw anty-apoptotycznych i podwyzszaniu poziomu ekspresji genéw
pro-apoptotycznych, co przektada sie na sktonnosé komérek do apoptozy. Wykazata, ze
diagnostyczny jest tutaj podwyzszony stosunek iloéci mRNA biatka Bax do mRNA biatka Bcl-2.
Wykazata, ze $mier¢ komdrki nastepuje na szlaku mitochondrialnym, po zahamowaniu
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Poznanie molekularnych szlakéw indukcji
apoptozy jest zasadnicze dla funkcjonalnej oceny potencjalnych lekéw w terapii raka. W
zwiazku z badaniami poziomu ekspresji wybranych genéw mam pytanie odnosnie wyboru
kaspaz 3 i 9, czyli, co wiasciwie bylo badane? Wedtug mnie okreslono poziom mRNA
prokaspaz, a de facto powinno sig oceni¢ aktywno$é dojrzatych kaspaz (pomiar na poziomie
biatka). Mam takze kolejne pytanie: czy badana byta aktywno$¢ kaspazy 8, swiadczacej o
egzogennym (receptorowym) szlaku indukcji apoptozy, poniewaz mozna sobie wyobrazi¢, ze
réwnoczesnie obydwa szlaki sg indukowane przez testowane zwigzki.



W drugiej serii 12 zwigzkdw o strukturze a-metyleno-y-laktaméw z dodatkowym atomem
azotu w pierscieniu Doktorantka wyselekcjonowata zwigzek nr. 39, z dwoma podstawnikami
fenylowymi w pozycjach R2 i R3 oarz grupa winylowag w pozycji R1. | tutaj zndw mam
pytanie, dlaczego nie wybrano zwigzku 40, ktory wykazuje w dwéch przypadkach nizszy 1Csp
niz zwiazek 39 w stosunku do komaérek MCF-7 i MCF-10A? Dla wyselekcjonowanego zwigzku
przeprowadzono badania jego wplywu na proliferacje, uszkodzenia DNA oraz apoptoze
komérek MCF-7. Wykazano, ze zwigzek ten wywotuje efekty stabsze niz referencyjny PTL.
Natomiast interesujgce okazato sie synergiczne dziatanie zwigzku 39 i oxaliplatyny oraz 5-FU
w tescie na generowanie RTF w komérkach MCF-7.

Finalnie, w serii lll, sposréd 9 zwiazkéw z grupy pochodnych naftochinonu modyfikowanego
dodatkowym pierscieniem pirolu lub furanu, oraz grupa fosfonianowg w pozycji 3, na
podstawie badan cytotoksycznosci wyselekcjonowano zwigzek 49, aczkolwiek réwnie
aktywny okazat sie zwigzek 51, ktéry zawieral dodatkowo atom fluoru w podstawniku
pirydylowym na atomie azotu pierscienia pirolu. Jakie byty przestanki do rezygnacji z
przebadania, w moim ogladzie bardziej interesujacego, zwigzku 51? Pytam, poniewaz
wiadomo, ze atomy fluoru czesto wptywaja korzystnie na wiasciwosci biologiczne zwigzkéw
organicznych (np., 5-fluorouracyl, paliperydon, flumazenil). Dla wyselekcjonowanego
zwiagzku 49 przeprowadzono cykl badan, majacych na celu okreslenie jego potencjatu do
indukcji apoptozy komédrek nowotworowych. W badaniach tych zaobserwowano
zahamowanie proliferacji komérek HL-60 i MCF-7, indukcje uszkodzen DNA i smier¢ komadrek
na drodze apoptozy. Ponadto, w poréwnaniu do komérek kontrolnych wzrosta
zdecydowanie ilo$¢ generowanych reaktywnych form tlenu, co wskazuje na mechanizm
dziatania zwigzku 49 poprzez wywolywanie stresu oksydacyjnego. Konsekwencjg tej
aktywnosci byto zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie sub. GO/G1 i S (HL-60) lub w fazie
G0/G1 w komdrkach MCF-7 i indukcja apoptozy na drodze mitochondrialne;j.

W Dyskusji Doktorantka szczegdtowo przeanalizowata moiliwe $ciezki indukcji $mierci
komérki na skutek dziatania zwigzku DL-249 (Rys. 30), poprzez (i) zahamowanie aktywnosci
biatka NF-xB, co wptywa na zahamowanie transkrypcji genéw anty-apoptotycznych; (ii)
indukcje RFT, zmiane potencjatu btonowego mitochondriéw, uwalnianie cytochromu c i
aktywacje apoptosomu, oraz (iii) uszkodzenia DNA prowadzace do zmiany poziomu ekspresji
genu p53 (straznika genomu) i zatrzymanie cyklu komérkowego. Pomimo, ze Doktorantka
ma s$wiadomosé, ze obecnos¢ motywow strukturalnych takich jak egzocykliczna grupa
metylidenowa sprzezona z grupa karbonylowg czy tez ugrupowanie naftochinonu powoduje
w komérce aktywacje wielu szlakéw metabolicznych, to jednak w Rozprawie zabrakto mi
pogtebionej analizy pomiedzy strukturg i aktywnosciag biologiczng badanych potaczen, tzw.
analizy SAR. Nie zastanowiono sie nad wptywem poszczegdlnych elementow strukturalnych
badanych potaczen na obserwowane wiasciwosci biologiczne w poszczegélnych typach
komorek. Nie podsumowano, czy przebadane zwigzki stanowig atrakcyjne obiekty do
dalszych badan przedklinicznych, aczkolwiek stwierdzono, ze zwigzki syntetyczne moga w
przysztosci zastgpié zwigzki naturalne o wlasciwosciach przeciwnowotworowych, izolowane z
roslin lub kultur bakteryjnych.

W podsumowaniu, pragne stwierdzi¢, e Doktorantka wykazata sie znajomoscia
dyskutowanych zagadnieri i umiejetnoscia prowadzenia badarn naukowych na wysokim
poziomie. Zna szereg metod biologii molekularnej i komdrkowej, opartych o pomiary
fluorescencji (cytometria przeptywowa, RT-PCR w czasie rzeczywistym). Swobodnie porusza
sie w obszarze badari na ludzkich komoérkach nowotworowych. Zna metody okreslania



aktywnodci metabolicznej komérek po podaniu zwiazku, umie przeanalizowa¢ poziom
reaktywnych form tlenu w komérce. Postuguje sie metodologia pozwalajaca na ocene
rodzaju $mierci komorki, faz cyklu komérkowego, uszkodzeri DNA. Zademonstrowata takze
umiejgtnosci oceny potencjatu btonowego mitochondrium. Wykazata sie znajomoscig
prowadzenia testéw kolorymetrycznych (test cytotoksycznosci MTT). Zastosowata
odpowiednie metody analizy statystycznej otrzymanych wynikéw.

Moje uwagi wymienitam juz wczedniej, w trakcie omawiania poszczegdinych fragmentéw
Rozprawy. W tym miejscu pragne zwrdci¢ uwage na kilka drobnych niedcistoéci ktére
wymagajg korekty, a mianowicie w wykresach 1,14,17,22 pokazujacych wptyw zwigzkow na
proliferacje komérek badany testem z BrdU - niepoprawnie opisana 0$ y (nie
~wbudowywanie” a ,ilos¢” w (%) lub ,% populacji” komérek z BrdU); badania , poziomu”
ekspresji gendw, a nie badania ekspresji genéw (str. 83); niezreczny opis ,zahamowanie
aktywnosdci NF-xB ... na poziomie ekspresji genu, jak i na poziomie biatka”. Preferuje tez
zastgpienie zwrotu ,przy uzyciu” na , z wykorzystaniem / za pomocs”. Pomine uwagi
dotyczace drobnych potknie¢ stylistycznych i edytorskich. Natomiast podkreslam, ze praca
napisana jest przejrzyscie i starannie. Nie mam generalnie uwag co do jakosci
przedstawionych rysunkéw, jednak w przypadku rys. 21-24,25 i 26 lepiej bytoby nazwac je
»rycinami”. Spis literatury zawiera jedynie kilka niescistosci (np. niepoprawnie cytowane
odnosniki 110 i 115). Uwagi te nie umniejszaja wartosci merytorycznej samej Rozprawy.

Doktorantka jest wspétautorka o$miu publikacji oryginalnych i dwéch prac przegladowych
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej o dobrym IF (facznie >27 punktéw), w
trzech jako pierwszy autor. Jest to dorobek $wiadczacy o duzym zaangazowaniu Doktorantki
w prowadzone badania naukowe.

Reasumujac, na podstawie przedstawionych powyzej osiggnie¢ stwierdzam, ze Doktorantka
wykazata sie ogdlng wiedza w uprawianej dziedzinie nauki, umiejetnoscia prowadzenia
badari naukowych i oryginalnoscia rozwigzanego problemu naukowego.

Z catym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska
spetnia warunki okredlone w Ustawie i wnioskuje do Rady wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr Doroty Pomorskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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