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pracy doktorskiej Pani mgr Angeliki Dtugosz-Pokorskiej, zatytutowanej: ,Badanie aktywnosci
przeciwnowotworowej i molekularnych mechanizméw dziatania hybrydowych pochodnych
naftalenodionéw i kumaryny”. Ocena wykonana zostata na zlecenie Dziekana Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w todzi, Pani Profesor Agnieszki Wierzbowskiej.

Przedstawiona mi do recenzji praca wykonana zostala w Zakladzie Chemii Biomolekularnej
Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod kierunkiem Pani. prof. dr hab. Anny Janeckiej. Praca
finansowana byta z granéw:

- Opus NCN nr 2012/07/B/ST5/0-2006, pt. ,,Synteza biologicznie waznych 2-alkilideno-1-
oksoheterocykli z wykorzystaniem reagentéw Hornera-Wadswortha-Emmonsa”, kierowany przez
Prof. dr hab. inz. Tomasza Janeckiego;

- Projekt wtasny, finansowany przez Uniwersytet Medyczny w todzi nr 502-03/1-156-02/502-14-300,
w ramach finansowania mtodych pracownikéw nauki i studentow studiéw doktoranckich pt. ,,Nowe
analogi heterocykliczne jako zwigzki o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym”.

- badania statutowe Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Praca obejmuje 113 stron, wigczajgc w to 1 schemat, 13 nieponumerowanych schematéw
strukturalnych zwigzkéw chemicznych, 7 rysunkéw, 1 tabele, 134 pozycjie literatury, 6 kopii prac,
z czego 4 oryginalne i 2 przegladowe, 7 o$wiadczen wspétautoréw, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim. Sama rozprawa doktorska zawiera sie na 34 stronach manuskryptu zawierajgcego:
Wstep literaturowy, Zatozenia i cel pracy, Wyniki i Wnioski. W rozdziale Wyniki Autorka odwotuje sie
do opublikowanych prac oryginalnych i przegladowych.

Choroby nowotworowe uznawane s3 za jedng z gtéwnych przyczyn zgonéw w krajach rozwinigtych i
jest to wystarczajacy powod, aby chorobom tym poswieci¢ duie nakfady finansowe oraz uwage
pracownikéw nauki. Ze stanem takim zgadza sie¢ Doktorantka piszac we wprowadzeniu, ze: ,Walka
z chorobami nowotworowymi jest jednym z najwiekszych wyzwar wspdfczesnej medycyny.” Ale juz
w kolejnym zdaniu znajduje sie stwierdzenie: ,Pomimo stosowania nowych metod badawczych,
leczniczych i zapobiegawczych nadal nie osiggnieto znacznego postepu w ich zwalczaniu.”, z ktérym
to zdaniem trudno sie zgodzié, bo osiggnieto znaczace postepy w walce z tg chorobg i niektére
rodzaje nowotwordéw ztosliwych poddaja sie skutecznej terapii, o ile zostang wykryte w stosunkowo
wczesnym stadium. Niestety, dla niektérych rodzajow nowotworéw w dalszym ciggu rokowania sg
bardzo powaine. Jako jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy nalezy przyjac, ze pod wspdinym
pojeciem choréb nowotworowych mieszczg sie bardzo réine nowotwory. Ich cechg wspélng jest
niekontrolowany przez organizm rozrost tkanki nowotworu ale znaczgco réinig sie przyczyng
powstania, mechanizmami funkcjonowania i unikania zniszczenia przez uktad odpornosciowy, a takie
inwazyjnoécia. Nalezatoby moéwi¢ o réinych jednostkach chorobowych, ktére wymagajg
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zréznicowanej strategii terapeutycznej dla osiagniecia sukcesu w ich zwalczaniu. Z tego powodu
bardzo potrzebne sg nowe zwiazki chemiczne wykazujace selektywnie efekty toksyczne w stosunku
do komdrek réznych rodzajéw nowotwordéw, przy akceptowalnym ryzyku ich wptywu na prawidtowe
komorki organizmu. Dlatego zainteresowanie Doktorantki nowymi syntetycznymi analogami
naturalnie wystgpujacych substancji o toksycznym dziataniu na komérki ulegajace intensywnemu
podziatlowi nalezy uzna¢ za dobrze wpisujace sie w aktualny trend badawczy walki z chorobami
nowotworowymi.

Manuskrypt rozpoczyna sie bardzo krétkim wprowadzeniem, a nastgpnie krétko scharakteryzowane
s procesy naprawcze DNA w komorkach. Kolejny podrozdziat opisuje transportery bfonowe
wykorzystywane w komérkach do przenoszenia przez blone komérkowa réinych substancii,
a wykorzystywanych przez komérki nowotworowe do wypracowania opornoéci na liczne substancje
lecznicze. Przedstawiona zostata charakterystyka transporteréw btonowych ABC z ich podziatem na
podrodziny, a nastepnie wskazane zostaty mozliwe przyczyny regulacji ekspresji tych transporteréw
w komérkach nowotworowych oraz oméwiony zostat hipotetyczny mechanizm wykorzystania
transporterow do usuwania lekéw z wnetrza komérki, a inhibicje ich dziatania wskazano jako
potencjalny mechanizm walki z opornoscia lekowg komérek nowotworowych.

W tym miejscu chciatbym zapyta¢, dlaczego uniwersalne procesy naprawcze DNA w tytule
omawianego podrozdziatu zostaly przyporzadkowane tylko komérkom nowotworowym (2. Procesy
naprawcze DNA w komorkach nowotworowych, str.7)?

Drugi rozdziat rozprawy to zatozenia i cel pracy, w ktérym Doktorantka zawarta dobrze uzasadnione
powody zainteresowania pochodnymi naftalenodionu i kumaryny, jako potencjalnymi lekami
antynowotworowymi, co wyczerpuje wyjasnienie zatozenn planowania i przeprowadzenia badan.
Niestety, tak dobrze nie jest juz z przedstawieniem celu pracy. Czytajac ten fragment manuskryptu
trudno nie odnies¢ wrazenia, ze celem jest uzasadnienie oparcia rozprawy doktorskiej na dotychczas
opublikowanych pracach, a nie spdjne przedstawienie celu naukowego i wskazanie drég jego
osiggnigcia. Prozno doszukiwac sie akapitu precyzujacego cel pracy, natomiast znalei¢ mozna
wyszczegblnienie ,,celéw szczegétowych” podzielonych na dwie czeéci odpowiadajace:

- jednej publikacji opisujacej aktywnos$¢ antynowotworowg zwigzkéw oznaczonych numerami 8a
i 12a badang z wykorzystaniem komérek nowotworowych watroby linii HepG2

- trzech publikacji opisujacych aktywno$¢ antynowotworowa zwigzku oznaczonego jako AD-013
z wykorzystaniem komodrek nowotworu sutka linii MCF7 oraz nowotworu ostrej biataczki
promielocytarnej linii HL-60.,

Mozna odnieS¢ wrazenie, ze przedstawiony mi do oceny manuskrypt w czesci dotyczacej celu pracy
stanowi raczej opowiadanie o tym, co zawierajg zataczone prace niz syntetyczne sformutowanie celu
pracy.

Manuskrypt nie zawiera opisu metod badawczych wykorzystanych w pracy. Widaé Autorka rozprawy
uznata, ze metody te sg wystarczajaco dobrze opisane w kopiach opublikowanych prac. Podobnie
opis wynikéw ogranicza sie do krdtkiego sprawozdania z zawartosci zatgczonych prac.

Jak przedstawitem to powyzej, oceniana rozprawa zawiera o$wiadczenia wspétautoréw publikacii, ale
nie wszystkich. Niestety, brakuje takiego os$wiadczenia ze strony Pana dr inz. Dariusza Deredasa,
adiunkta w Instytucie Chemii Organicznej Politechniki Lodzkiej, wspétautora trzech prac dotyczacych
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zwigzku AD-013. Poprosze Doktorantke o przedstawienie stosownego oswiadczenia wspétautora,
najpéiniej w trakcie trwania publicznej obrony.

W zafgczonych kopiach prac oryginainych rzeczywiscie zawarty Jest opis zastosowanych metod
badawczych i laboratoryjnych, wliczajac w to:

- synteze badanych zwigzkéw chemicznych;

- hodowle komdrkowsg;

- test przezywalnosci MTT;

- ilo$ciowg analize RT-PCR;

- test proliferacji, apoptozy i uszkodzeri DNA z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej;

- testy ELISA;

- Western immunoblotting;

- test aktywacji NF-kB metodg cytometrii przeptywowej;

- test opornoséci wielolekowej;

W zdecydowanej wigekszosci metody badawcze oparte byly o zwalidowane, komercyjnie dostepne
testy, co w znacznej mierze uwiarygodnia uzyskane wyniki i to jest mocng strong prezentowanych
wynikéw, ktére zostaly zreszty opublikowane, po wczesniejszej akceptacji recenzentéw bedgcych
ekspertami w tej dziedzinie. Dlatego moje nizej zamieszczone pytania i uwagi w zadnym stopniu nie
maja na celu podwazania opublikowanych juz prac. Nieco inaczej patrzy sie na zaprezentowane w
pojedynczym doniesieniu naukowym wyniki i ich dyskusje, a inaczej odbiera sie wyniki zbiorcze
opublikowane w kilku pracach. Przystepujac do czytania manuskryptu pracy doktorskiej miatem duig
nadzieje, ze znajde w nim przekrojowg analize wynikéw wraz z pézniejsza ich synteza wsparty
wnioskami. Tymczasem w mojej ocenie Doktorantka dostarczyta polskojezyczne skrotowe
sprawozdanie z opublikowanych prac zakoriczone zbiorem wnioskéw noszacych znamiona sztywnego
podziatu wynikajgcego z tych opublikowanych prac. Nie znalaztem pogtebionej dyskusji wynikow
i oceny w jakim stopniu osiagniety zostat cel pracy, cel, ktdrego w pracy w sposéb jawny nie
sformutowano, a dyskusji nie przedstawiono.

Umiejetno$¢ sformutowania celu pracy, dokonania analizy i syntezy wynikéw, oraz logicznego
wnioskowania koricowego $wiadczy o dojrzatosci naukowej badacza. Dlatego poprosze Doktorantke,
o sprecyzowanie celu pracy, wskazanie najwazniejszego osiggniecia badawczego oraz sformutowanie
koricowego wniosku wyplywajacego z przedstawionych wynikéw.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam tez kilka uwag i komentarzy do opublikowanych prac.

1. W charakterze ogdlnego komentarza pozwole sobie zauwazy¢, ze z faktu toksycznego wplywu
badane] substancji na komoérki nowotworowe nie moina i nie nalezy wycigga¢ wnioskow
o antynowotworowym potencjale tej badanej substancji. Nawet uwzgledniajgc wyzszy potencjat
metaboliczny i wiekszg szybkos¢ podziatéw komdrek nowotworowych, nalezy zawsze wykazaé, ie
komorki prawidtowe maja szanse przezy¢ kontakt z tg badang substancja. Dlatego nie jest dla mnie
zrozumiate dlaczego w pracy oznaczonej numerem 1 badania przeprowadzono tylko na linii
komérkowej HepG2 bez uwzglednienia prawidtowych komédrek watroby. Co prawda w trzech
pozostatych pracach w teicie MTT poréwnano przeizywalnos¢ komérek nowotworowych
i prawidtowych, ale w pracy z numerem 2 nieadekwatnie dobrano prawidtowe komérki srddbtonka
naczyniowego HUVEC jako partnera komoérek nowotworowych biataczki HL-60. Zresztg z tabeli 2
zamieszczonej w tej pracy wynika wyisza toksycznosé zwigzku AD-013 w stosunku do komérek
HUVEC niz w stosunku do komdrek HL-60 (ICs, odpowiednio 8,0+0,3 i 12,0+0,4 uM). Autorzy pracy
stwierdzaja jednak, ze réinice te s nieistotne, na jakiej podstawie?
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2. Nie jest jasne dlaczego w pracy 1 ekspresja genu GAPDG potraktowana zostata jako kontrola.
Zwykle gen ten, lub inne konstytutywne geny (houisekeeping genes), wykorzystywane s3 do
normalizacji wynikow ekspresji badanych genéw dajacej mozliwo$¢ poréwnania ekspresji genéw w
réznych eksperymentach. Jako kontrole stosuje sie zwykle komérki nie poddane dziataniu stresu
wynikajacego z ekspozycji do badanej substancji. Poréwnanie z kontrola w takiej sytuacji to
pordwnanie ze znormalizowang wobec genu konstytutywnego wartoécig ekspresji danego genu
w komarkach kontrolnych i w komérkach poddanych badanemu stresowi.

3. W pracy nr 1 brak jest w tabeli 1 startera dla genu kodujacego MMP9, dla ktérego wyniki z analizy
RT-PCR prezentowane s3 na rysunku 5.

4. Dlaczego badanie wptywu badanych substancji na komérki prawidtowe zakorficzono na poziomie
ich przezywalnosci i we wszystkich pozostatych testach nie badano odpowiedzi komérek
prawidtowych? Czy brak tej informacji nie utrudnia, a moze i uniemozliwia, prawidtows interpretacje
wynikéw uzyskanych dla komérek nowotworowych?

Zataczone do manuskryptu kopie dwdch prac przeglagdowych stanowia bardzo ciekawe opracowanie
dotyczace mechanizméw molekularnych moiliwych do wykorzystania w zwalczaniu komérek
nowotworowych a takie mechanizméw opornosci lekowej komérek nowotworowych i sa z cata
pewnoscig bardzo dobrym teoretycznym wstepem do ocenianej pracy doktorskiej.

Pomimo przedstawionych powyzej pytari i uwag krytycznych stwierdzam, ze praca jest wartosciowa
i wnosi istotne wartosci poznawcze, oraz dokumentuje dobre przygotowanie warsztatowe
Doktorantki. Na podstawie przedstawionych o$wiadczeri wspétautoréw uwazam, ze poniesiony
przez Doktorantke wysitek i wktad pracy upowazniajg J3 do wykorzystania przedstawionych prac jako
podstawy rozprawy doktorskiej. Wobec powyzszego 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 Woysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Angeliki Dtugosz-Pokorskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dobra Nowiny, 27 marca 2019 roku
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