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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Dtugosz-Pokorskiej p.t. ,,Badania aktywnosci
przeciwnowotworowej i molekularnych mechanizméw dziatania hybrydowych
pochodnych naftalenoidow i kumaryny”

Rozprawa doktorska mgr Angeliki Diugosz-Pokorskiej zostata wykonana w latach 2015-2019 w
Zaktadzie Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod kierunkiem prof. dr hab.
Anny Janeckiej. Przedmiotem rozprawy jest zbadanie aktywnosci przeciwnowotworowej grupy
nowych zwigzkéw heterocyklicznych i poznanie mechanizméw ich dziatania, prowadzacych do
uszkodzenia komaérek nowotworowych. Moja ocena dotyczy ogdlnej wiedzy teoretycznej Kandydatki
w uprawianej dyscyplinie naukowej, a takze oryginalnosci problemu naukowego oraz samodzielnosci
jego rozwigzania przez Doktorantke.

Przedstawiona do oceny rozprawa oparta jest na materiale doswiadczalnym opisanym w czterech
oryginalnych pracach naukowych, opublikowanych w Acta Biochim. Pol. (2017), Anticancer Agents
Med. Chem. (2018), Mol. Biol. Rep. (2018) i Pharmacol. Chem. (2018) oraz w dwdch pracach
przegladowych opublikowanych w Mini Rev. Med. Chem. (2017) i Curr. Pharm. Design (2016). Z
przyjemnosciag skonstatowatam, ze we wszystkich tych pracach Doktorantka jest pierwszym autorem,
a z dofaczonych o$wiadczen wspétautoréw wynika, ze udzial Doktorantki w powstaniu prac
oryginalnych byt wiodacy i polegat na zaprojektowaniu, i wykonaniu wszystkich eksperymentéw
»biologicznych” oraz opracowaniu zebranych wynikéw. Z o$wiadczenia Pani Prof. Anny Janeckiej
wynika, ze jej rolg byla konsultacja wynikéw i pomoc w pisaniu manuskryptéw, aczkolwiek we
wszystkich wspomnianych wyzej publikacjach prof. Janecka jest autorem do korespondencji. Zatem
Doktorantka wniosta réwniez wiodacy wktad w powstanie obydwu dwuautorskich prac
przegladowych, polegajgcy na analizie literatury przedmiotu i opracowaniu faktograficznym
materiatu do obu przegladéw. W rozprawie jest takze 50-stronicowe oméwienie zawierajagce wstep
literaturowy, wyniki i wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan, a poparte 134 odsytaczami do
literatury.

W ostatnich latach, dzieki rozwojowi wiedzy na temat molekularnych podstaw proceséw
nowotworzenia, zaproponowano szereg nowych, bardziej skutecznych podejs¢ w terapii
nowotworéw. Obecnie prowadzone prace badawcze rozwijaja sie w kilku réwnolegtych kierunkach. Z
jednej strony skupiajg sie na poszukiwaniu zwigzkéw dziatajagcych bezposrednio na komérki
nowotworowe i ich otoczenie, a wiec wplywajace na cykl komérkowy, proliferacje czy $mieré komérki.
Z drugiej strony, poznanie immunologii nowotworéw oraz odpowiedzi uktadu odpornosciowego na
obecnos¢ komoérek nowotworowych pozwolito na opracowanie tzw. immunoterapii nowotwordéw,
polegajacej na pobudzaniu ukfadu immunologicznego do niszczenia komérek nowotworowych.
Kolejnym z proponowanych rozwigzan jest tzw. terapia genowa skierowana na naprawe defektéw
genetycznych, niszczenie komoérek nowotworowych poprzez wprowadzanie do ich genomu nowych
genodw, lub na hamowanie aktywnosci gendw zaangazowanych w procesy nowotworzenia. Oceniana



rozprawa wpisuje sie w ten pierwszy nurt badan, a wiec w poszukiwanie zwigzkéw dziatajgcych
bezposrednio na komérki nowotworowe i ich otoczenie.

Gtéwnym celem badan byto oznaczenie profilu aktywnosci przeciwnowotworowej nowych zwigzkéw
organicznych, a nastepnie wyselekcjonowanie tych o potencjalnych wtasciwosciach terapeutycznych
do bardzie] zaawansowanej analizy ich wptywu na wybrane procesy zachodzgce w komdrkach
nowotworowych. Badania zostaty wykonane w ramach wspdtpracy Zespotu Prof. Anny Janeckiej z
badaczami z Instytutu Chemii Organicznej, Politechniki £édzkiej, pracujgcymi pod kierunkiem prof. dr.
hab. inz. Tomasza Janeckiego. Zespdt chemikéw z Pt zaprojektowat i zsyntetyzowat dwie serie
zwigzkéw opartych na szkielecie naturalnych farmakoforéw, naftochinondéw i dihydrokumaryny,
zawierajgcych dodatkowe elementy strukturalne istotne dla zwiekszenia ich aktywnosci biologicznej.
W przesiewowych badaniach cytotoksycznodci (test MTT) w liniach komérkowych ludzkiej ostrej
biataczki promielocytowej (HL-60) i limfoblastycznej (NALM-6), Doktorantka wyselekcjonowata trzy
zwigzki o najbardziej obiecujgcych wiasciwosciach. Wyniki badan przesiewowych nie zostaty opisane
w zatgczonych publikacjach, a jedynie skgpa informacja na ten temat zostata zamieszczona w tekscie
omdwienia.

Celem dalszych badan byto oznaczenie witasciwosci przeciwnowotworowych wyselekcjonowanych
zwigzkéw, w tym m.in. zbadanie ich wplywu na proliferacje wybranych komérek nowotworowych,
procesy apoptozy, generowanie reaktywnych form tlenu i uszkodzeri DNA, a takie na opornosé
wielolekowy. Doktorantka przeprowadzita zaplanowane badania i osiggnefa zatozone cele ze
znakomitym rezultatem, co swiadczy o spetnieniu warunkéw stawianych kandydatom do stopnia
doktora.

| tak w pracy nr. 1 (Acta Biochim. Pol.) Doktorantka wykazata, ze trzy sposrdd 6 zbadanych fosfo-
pochodnych naftochinonéw (8a, 8c i 12a) sg cytotoksyczne w stosunku do ludzkich komérek
nowotworu watroby HepG2 (ICs; w granicach 4,13-6,00 uM), jednak do dalszych, szczegdtowych
badann wybrata tylko dwa (8a i 12a). Pytanie: jakie byly przestanki takiego wyboru? Nastepnie,
wykazala sie umiejetnoscig analizy poziomu ekspresji wybranych genédw za pomocg techniki PCR w
czasie rzeczywistym oraz wykorzystania techniki cytometrii przeptywowej do analizy proceséw
zachodzacych w komdérkach. Za pomocg wspomnianych metod wskazata, ze obydwa zwigzki indukujg
proces apoptozy, hamujg procesy przerzutowania i generujg uszkodzenia DNA, oraz, ze zwigzek 8a
(zawierajgcy reszte chlorofenylowg) jest znacznie bardziej genotoksyczny niz 12a. Doktorantka
poprawnie wybrata typ testéw uzytych do analizy statystycznej wynikéw. Co wiecej, wraz ze
wspétautorami, zaproponowata szlak indukcji apoptozy poprzez aktywacje $ciezki sygnatowej MAPK,
zachodzgcy w komdrkach Hep6 pod wplywem zwigzku 8a. Jedyna uwaga jakg mam odnosnie tej
pracy dotyczy braku informacji o rodzaju kontroli jakie zostaly zastosowane w eksperymentach,
ktérych wyniki przedstawiono na Fig. 8-10. Prosze Doktorantke o wyjasnienie tej kwestii podczas
publicznej obrony rozprawy.

Pozostate trzy prace oryginalne dotycza badan przeprowadzonych na nowym zwigzku hybrydowym
AD-013 o szkielecie dihydrokumaryny (chromanonu) z motywem a-metylideno-8-laktonu. W
pierwszej z nich {ACAMC, praca nr. 2) Doktorantka wykazata znacznie wyzszg (20-30-krotng)
cytotoksyczno$é badanego zwigzku w liniach komérkowych ludzkiej ostrej biataczki promielocytowe;j
(HL-60) i raka piersi (MCF-7) w poréwnaniu do zwigzku referencyjnego, jakim w tym przypadku byt
lek przeciwnowotworowy o nazwie ,nowobiocyna”. Nalezy zauwaiy¢, 7e Doktorantka wraz ze swoja
Promotorka, Panig Profesor Anng Janecka, opublikowata artykut przegladowy na temat analogéw
nowobiocyny jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych (Mini-Rev. Med. Chem., praca nr. 5)
i praca ta jest wiaczona do dorobku rozprawy. Wracajagc do oceny problemu naukowego,
Doktorantka wykazata, ze badany zwigzek AD-013 jest ,,w pewien sposob” (prosze o wyjasnienie co
Autorka miata na mysli) selektywny w stosunku do nienowotworowej linii komérkowej nabtonka
gruczotu piersiowego (MCF-10A) oraz w stosunku do ludzkich komérek sradbtonka zyty pepowinowej
(HUVEC). Warto zaznaczy¢, ze w pracy tej Doktorantka stusznie zdefiniowata test MTT jako test
aktywnosci metabolicznej komérki, mierzacy poziom aktywnosci dehydrogenaz komérkowych
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(Materials and Methods punkt 2.3), z tym, Ze bardziej precyzyjne bytoby tutaj wskazanie, ze chodzi o
mitochondrialng dehydrogenaze bursztynianowa. W badaniach wptywu AD-013 na metabolizm
komoérek MCF-7 i MCF-10 oznaczyta poziom ekspresji wybranych gendw pro- i antyapoptotycznych
oraz gendw regulujgcych cykl komérkowy. Okreslita takze tempo proliferacji komérek (za pomoca
testu z BrdU), poziom indukcji apoptozy, oraz wplyw zwiazku na uszkodzenia DNA. Doktorantka
wykazata istotng réznice w mechanizmie dziatania AD-013 w komérkach raka piersi MCF-7 w
poréwnaniu do komérek biataczkowych HL-60 i zaproponowata mozliwe szlaki indukcji apoptozy w
obu rodzajach badanych komodrek. Kolejna oryginalna praca nr. 3 (Mol. Biol. Rep.) stanowi
rozwiniecie wyzej oméwionych badan i dotyczy analizy szlakéw odpowiedzi komérek MCF-7 na
uszkodzenia DNA pod wptywem AD-013. Doktorantka wywigzata sie znakomicie z tego zadania,
wykazujgc za pomocg analizy PCR w czasie rzeczywistym zwiekszony poziom mRNA biatek szlaku
odpowiedzi komdrki na uszkodzenia DNA, w tym kinaz ATR i ATM, oraz obnizony poziom ekspresji
genu kodujgcego biatko BRCA1, zaangazowane w naprawe DNA. Ten ostatni wynik Doktorantka
potwierdzita testem ELISA. Wykazata takie ponad trzynastokrotny wzrost poziomu biatka p53
(technikg Western blot) pod wplywem zwigzku AD-013, co $wiadczylo o uruchomieniu szlaku
apoptozy i Smierci komérek nowotworowych.

W przegladzie literatury Doktorantka najwiecej uwagi poswiecita zagadnieniom zwigzanym z
mechanizmami opornosci wielolekowej w komdrkach rakowych, bedacej przyczyng obnizonej
skutecznoséci terapii przeciwnowotworowych. Swojg uwage skupita na biatkach z rodziny ABC
funkcjonujgcych jako transportery btonowe. Wraz ze swojg Promotorkg opublikowata w czasopismie
Curr. Pharm. Des. artykut przegladowy (praca nr. 6) poswiecony zagadnieniom mechanizmu wyrzutu
lekéw z komorki, drzewa filogenetycznego rodziny biatek ABC, podtypéw biatek ABC, ich funkcji i
schematycznej struktury pod wzgledem lokalizacji domen transbtonowych oraz miejsc wigzania
nukleotydu. Sporo uwagi poswiecita tez omédwieniu zagadnien regulacji ekspresji genéw
transporteréw z rodziny ABC w roinych komdrkach nowotworowych, analizujac mozliwosci
ograniczania procesu MDR. Tutaj mam pytanie. Jak w opinii Doktorantki wyglada sprawa blokowania
procesu MRD? Czy lepszy skutek osiggniemy poprzez obnizanie poziomu ekspresji biatek ABC czy
poprzez blokowanie ich aktywnosci? Odpowiedz na to pytanie jest po czedci zawarta w pracy nr. 4, w
ktérej Doktorantka okreslita wptyw AD-013 oraz dwdch innych zwigzkéw zawierajacych ugrupowanie
a-metylideno-y-laktonowe na procesy metaboliczne zachodzace w komérkach raka piersi (MCF-7), w
tym na przezywalnoé¢ komorek, poziom ekspresji gendéw transporteréw ABCB1 i ABCG2 oraz genu
NF-xB, takze w terapii skojarzonej z taksolem lub oksaliplatyng. Wykazata przy tym, ze wszystkie
testowane zwigzki obnizaty poziom ekspresji badanych gendw, a co ciekawsze, AD-013 okazat sig by¢
selektywnym inhibitorem transportera ABCB1. Aczkolwiek znaczgca aktywnos$¢ testowanych
zwigzkow nie jest zastugg Doktorantki, to jednak zbadanie ich wtasnosci i wykazanie korzystnych
parametréw przeciwnowotworowych jest wartoscig dodang rozprawy.

Mam tez kilka ogélnych uwag dotyczgcych uzyskanych wynikéw i ich znaczenia. Otéz, po pierwsze,
bardzo skromnie potraktowana zostata analiza zaleznosci aktywnosci od struktury zwigzkéw, tzw.
analiza SAR. W zadnej z prac nie znalaztam na ten temat dyskusji, co jest o tyle zaskakujace, ze
szczegllnie w przypadku zwigzkéw z grupy chinonéw obecnosé réznych podstawnikéw w pierscieniu
pirolu lub furanu determinuje zréznicowang aktywnos¢ badanych zwigzkéw. Taka informacja bytaby
przydatna dla Chemikéw projektujacych nowe zwiazki do badan przeciwnowotworowych. Z drugiej
strony, w omoéwieniu wtasciwie nie ma zadnej dyskusji na temat otrzymanych wynikéw w kontekscie
perspektywy dalszego rozwoju badanych zwigzkéw jako potencjalnych lekéw, aczkolwiek w trzech z
czterech prac oryginainych znajduja sie jednozdaniowe informacje o potencjalnych mozliwosciach
dalszych badan w kontekscie nowych lekéw na raka.

Pragne podkresli¢, ze Pani mgr Angelika Diugosz-Pokorska wykazata sie zardwno umiejetnoscig
planowania jak i wykonania zaawansowanych badan biologicznych, takich jak okreslanie poziomu
ekspresji genéw metodami ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym czy z wykorzystaniem
specyficznych przeciwciat (Western blot, ELISA), poznata technike cytometrii przeptywowej i wykazata



sie umiejetnoscig analizy zaréwno cyklu komérkowego jak i metabolizmu komérki w procesie
apoptozy. Oczywiscie nalezy podkredli¢, ze $wietnie dawata sobie rade z prowadzeniem hodowli
komérkowych i testéw opartych na analizie fluorescencyjnej i kolorymetryczne;. Wszystkie opisane
doéwiadczenia mialy wymagang liczbe powtdrzen i spetnialy wymagania analizy statystycznej.
Doktorantka w sposéb kompetentny wykazata takze swojg wiedze teoretyczng, zwtaszcza w zakresie
mechanizméw i szlakéw metabolicznych w komérkach rakowych, w szczegdinosci w procesie indukcji
apoptozy i odpornosci wielolekowe;j.

Poza wymagang ustawowo oceng rozprawy z uznaniem odnotowatam, ze Doktorantka jest
wspétautorka tacznie 15 publikacji, w tym tylko jednej spoza listy JCR. Swoje wyniki prezentowata na
5 konferencjach i seminariach naukowych. Legitymuje sie takze udziatem w realizacji czterech
projektéw naukowych, w tym wtasnego projektu Preludium, finansowanego przez NCN, oraz projektu
wiasnego dla miodych pracownikéw nauki. Jest to znakomity dorobek swiadczacy o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w prowadzone badania naukowe.

Podsumowujac, Doktorantka wykazata sie ogdlng wiedza w uprawianej dziedzinie nauki.
Profesjonalnie przeprowadzita badania aktywnosci przeciwnowotworowej wybranej grupy Zwigzkéw.
Udowodnita zdobycie wiedzy i doéwiadczenia w zakresie spéjnego obszaru biologii molekularnej i
komorkowej. Wykazata sie umiejetnoscia prowadzenia badari naukowych i rozwigzaniem
oryginalnego problemu naukowego.

Whiosek korcowy

Na podstawie powyzej oméwionych osiagnie¢ stwierdzam, ze przedstawiony do oceny materiat w
petni spefnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Z catym przekonaniem whnioskuje do
Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr Angeliki
Dtugosz-Pokorskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, w uznaniu ogromu pracy i zaangazowania, jakie Doktorantka wiozyta w uzyskanie
opisanych wynikéw, oraz znaczacy dorobek naukowy wnioskuj¢ o wyréznienie ocenianej rozprawy.
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