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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Drogosz-Stachowicz
pt. ,, Badanie wlasciwosci przeciwnowotworowych i molekularnych mechanizmow

dziatania pochodnych zawierajgcych szkielet piranonu, chinolinonu i chinolinodionu”

Nowotwory s3 jedng =z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ chordb
cywilizacyjnych. Nalezaca do WHO Miegdzynarodowa Agencja ds. Badan nad Rakiem szacuje,
Ze Co piaty mezczyzna oraz co szosta kobieta na $wiecie zachoruja na chorobg nowotworowa
w jakim$ momencie swojego Zycia, a C0 6smy mezczyzna i co jedenasta kobieta umrg z tego
powodu. Wedtug danych Krajowego Rejestru Nowotwordéw zachorowalno$¢ i umieralno$¢ na
nowotwory gwattownie wzrasta takze w Polsce. Wedlug szacunkow przedstawionych przez
Najwyzsza Izbe Kontroli do 2025 r. nowotwory stang si¢ gtowna przyczyna $mierci Polakow,
wyprzedzajac choroby serca.

Chociaz nowotwory mogg by¢ leczone wieloma metodami, chemioterapia wydaje si¢
by¢ metoda najbardziej uniwersalna, a czgsto, jak w przypadku nowotwordw krwi czy
nowotwordw rozsianych, ma przewage nad innymi metodami leczenia ze wzgledu na
systemowy sposob dziatania. Wada chemioterapii jest silne dziatanie uboczne na zdrowe
komorki, przede wszystkim te, ktore fizjologicznie szybko si¢ dziela, tj. szpik kostny, dlatego
ciggle istnieje potrzeba poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych, syntetycznych lub
naturalnych, ktore posiadatyby silne dziatanie przeciwnowotworowe i pomijalne dziatanie na
komorki zdrowe. Badania mgr Joanny Drogosz-Stachowicz bardzo dobrze wpisujg si¢ w te
potrzeby i poswigcone sg ocenie wlasnosci przeciwnowotworowych nowych pochodnych
zsyntetyzowanych w Instytucie Chemii Organicznej Politechniki L.odzkiej.

Rozprawa doktorska mgr Drogosz-Stachowicz ma charakter badawczy i posiada uktad
edytorski typowy dla tego rodzaju monografii. Na rozprawg sktada si¢: czesé teoretyczna (26

str.), opis zatozen i celow pracy (2 str.), cze$¢ do$wiadczalna podzielona na opis materiatow i



metodyki (15 str.) i opis uzyskanych wynikow (48 str.), oraz dyskusja (15 str.). Pracg
uzupetniajg wnioski, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
wykorzystanej literatury oraz podsumowanie dorobku publikacyjnego Doktorantki.
PiSmiennictwo stanowi lgcznie 237 pozycji, z ktorych wigkszos¢ zostata opublikowana w
latach 2000-2022 co s$wiadczy o aktualnym wymiarze naukowo-badawczym
przeprowadzonych badan. Jedynie we wstepie i opisie materiatdéw i metod przywotywane sa
starsze prace, co jest catkowicie zrozumiate ze wzgledu na opisowy charakter tych rozdziatow.
Dobér pismiennictwa jest odpowiedni dla tresci pracy. Do przegladu pismiennictwa z zakresu
tematyki pracy oraz do dyskusji uzyskanych wynikow badan wtasnych Doktorantka
wykorzystala publikacje opublikowane w jezyku angielskim. Jak to zwykle bywa przy takich
spisach nie uchronita si¢ jednak przed pewnym nietadem i nieporzadkiem, np. nie zawsze
cytujac pelne dane bibliograficzne (np. poz. 196, 215, 229) lub btednie cytujac rok wydania
(poz. 215). Jednak btedow takich jest zadziwiajgco mato, biorac pod uwage liczbe pozycji
bibliograficznych, i jak sadzg, wynikaja z utomnosci bazy danych oprogramowania do
formatowania pis$miennictwa.

Wstep rozprawy zostat podzielony na pig¢ czesci. Pierwsza stanowi wprowadzenie

ogoblne, druga opisuje czestosé wystepowania nowotworow, a trzecia przyczyny ich
powstawania. Dwie pozostale cz¢$ci poswiecone sg historii rozwoju terapii
przeciwnowotworowej 1 opisowi wtasciwosci biologicznych zwigzkow zawierajacych
szkielety wystepujace w analogach begdacych przedmiotem rozprawy. Chociaz wstep napisany
jest interesujaco, 1 czyta si¢ go fatwo, nie wiem czy wszystkie jego czegsci sg potrzebne.
Czesci opisujace czestos¢ wystepowania nowotwordw 1 ich etiologie wychodza poza
zagadnienia poruszane w pracy i bez wielkiej straty moglyby by¢ skrocone z wiaczone we
wprowadzenie. Celem pracy byto znalezienie zwigzkéw hamujacych rozwdj nowotworow, a
nie zapobiegajacych ich powstawaniu. Podobnie rys historyczny chemioterapii i opis
poszczegblnych klas zwigzkdw przeciwnowotworowych, w moim odczuciu nie sg potrzebne.
Fajne w podreczniku dla studentow, w pracy doktorskiej sg chyba zbyt mato szczegdotowe i
znéw nie wiadomo w jaki sposob nawigzuja do dalszej czesci pracy. Jesli Doktorantka chciata
pokaza¢ swoja wiedze na temat nowotwordw, mozna bylo skoncentrowac si¢ na opisie
nowotworow, ktorych komorki wykorzystata w swoich badaniach i1 chociazby wyjasnic¢
podstawowe roznice migdzy komérkami MCF7, a potrdjnie negatywnymi komorkami MDA-
MB-231.

Niewatpliwie najciekawszg i najbardziej potrzebng jest czgs¢ wstepu opisujaca

prekursory zwiazkow, ktorych pochodne zostaty zbadane w pracy doktorskiej. Cz¢s$¢ ta



wyraznie pokazuje, ze wybor pochodnych nie byl ,,wziety z sufitu”, czy jesli kto§ woli
angielski odpowiednik, nie byly to ,,no hypothesis driven reseach”, ale byl poprzedzony
solidnym rozpoznaniem naukowym i ukierunkowany na okreslone procesy komoérkowe.
Wiasnie opisu tych procesow zabrakto mi we wstepie doktoratu. Duza cz¢$¢ pracy skupiona
jest wokot procesu apoptozy i mozna byto chociaz ogolnie napisa¢ na czym ten proces polega.
Wtedy stato by si¢ jasne dlaczego Doktorantka stosowata okreslone metody, tj. TUNEL,
oznaczata aktywno$¢ kaspaz czy fragmentacje polimerazy poli(ADP-rybozy). Podobnie
waznym punktem pracy sg procesy zwigzane z aktywacjg kinaz aktywowanych mitogenami
(MAPK). Tu tez przydatby si¢ krotki opis szlaku i jego roli w nowotworzeniu i progresji
nowotworow. Zdaje sobie sprawe, ze wiedza ta nalezy do kanonu wiedzy ogolnej biologa czy
lekarza, ale nalezy zatozy¢, ze czytelnikami tej rozprawy doktorskiej moga by¢ takze osoby
bez odpowiedniej wiedzy, i dla nich przydatby si¢ chociaz krotki opis poszczegdlnych
procesow.

Piszac wstep Doktorantka nie uchronita si¢ przed skrotami myslowymi, troche
zaburzajacymi aparat pojeciowy recenzenta. Dowiedziatem si¢, ze ,,Modyfikacje
epigenetyczne obejmujg metylacje DNA, modyfikacje kowalencyjne histonow, struktury
chromatyny oraz niekodujgcych RNA (mi-RNA), a takze ich wzajemne relacje.” Prosze o
wyjasnienie, co Autorka miata na mysli piszac o modyfikacjach kowalencyjnych struktury
chromatyny, i czy Autorce na pewno chodzito o kowalencyjne modyfikacje miRNA, np.
adenylacje, czy o miRNA jako takie.

Cel pracy zostat sformutowany jednoznacznie z wymienieniem celow szczegdtowych.
Zarowno cel gléwny, jak i1 cele szczegotowe dobrze odpowiadajg zawartosci pracy.

Analiza tre$ci czg$Ci pracy opisujacej materiaty i metodyke badan pozwolita na
weryfikacje przydatnosci przyjetych metod badawczych do zalozonych celéw pracy. Opis
uzytych materiatdw i metod jest bardzo szczegotowy. Metody sa w pelni wystarczajace do
realizacji zalozonych celow pracy i otrzymania opisanych wynikéw. Cieszy, ze Doktorantka
nie tylko uzywa metod, ale takze rozumie zasade ich dziatania, o czym $§wiadczy chociazby
okreslenie testu MTT jako testu ,,do pomiaru aktywnosci metabolicznej komoérek”. W
literaturze, zarowno polsko- jak i anglojezycznej, pokutuje utrwalone przekonanie, ze test
MTT oznacza przezywalno$¢ komorek, kiedy w rzeczywistosci oznacza zdolno$¢ badanego
uktadu do redukg;ji soli tetrazolowej. W szczegdlnych przypadkach, redukcja taka zachodzi
nawet w uktadach bezkomodrkowych, co znacznie zaburza interpretacje wynikow.

Nie mam zastrzezen co do metod uzytych w pracy, sa wiarygodne i dobrze

odpowiadajg zatozonym celom pracy. Jedyne moje zastrzezenie budzi 0znaczanie produkcji



reaktywnych form tlenu (RFT). Doktorantka inkubowata komorki z badanymi zwigzkami
przez 24 godz., a nastepnie dodawata odczynnika wskaznikowego CellROX Green.
Dwadziescia cztery godziny to stosunkowo dtugi czas, wystarczajagcy na wytworzenie
odpowiedzi komorki na czynnik generujacy RFT, tj. synteza glutationu, czy enzymow
antyoksydacyjnych. W mojej ocenie korzystniejszy bylby krétszy czas inkubacji, np. 2-4
godz., a poziom RFT po 24 godz. traktowania odzwierciedla raczej homeostaze redoks
komorek w warunkach narazenia na czynniki toksyczne. Opisane metody statystyczne sg
proste, ale w mojej ocenie wystarczajgce do wysnucia wnioskéw koncowych. Jedynie w Kilku
przypadkach wyznaczanie btedu standardowego $redniej (SEM) dla doswiadczen w dwoch
powtdrzeniach wydaje mi si¢ nieco karkotomne.

Badania wykonane zostaly na 5 liniach komoérkowych, trzech nowotworowych i
dwoch normalnych. Cieszy, ze Doktorantka zdaje sobie sprawe z koniecznosci poréwnania
dziatania nowych zwigzkow na liniach nowotworowych i liniach normalnych, jednak o ile
linia MCF-10A jest dobrg linig odniesienia dla linii MCF-7 i MDA-MB-23, to por6wnywanie
dziatania zwigzkoéw na promieloblastyczng lini¢ HL-60 do ich dziatania na keratynocyty linii
HACAT budzi pewne zastrzezenia. Keratynocyty sa z reguty bardziej oporne na dzialanie
r6znych czynnikoéw niz biataczki, 1 uzywanie ich jako linii odniesienia moze prowadzi¢ do
btednych wnioskow. W przysztych badaniach radzitbym uzy¢ nienowotworowych linii
komorek krwi, tj. WIL2-S, czy ich pochodna TK®6 lub linia RPMI 1788.

Czes$¢ wynikowa pracy podzielona si¢ na trzy niezalezne watki, stosownie do
badanych grup zwigzkow. W czesci pierwszej opisane s3 wyniki doswiadczen z uzyciem
pochodnych 3-metylidenochinolin-4-onu (13 pochodnych), w drugiej pochodnych 3-
metylidenotetrahydro-piran-4-onu (15 pochodnych), a w czgsci trzeciej pochodnych 3-
dietoksyfosforylofurochinolino-4,9-dionu (18 pochodnych).

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa poszczegdlnych grup pochodnych badana byta
r6znymi metodami, jak si¢ wydaje dobranymi pod katem spodziewanych mechanizmow
dziatania. Czg¢$¢ wspdlng metod stanowito badanie aktywno$ci metabolicznej testem MTT,
wplywu badanych zwiazkow na proliferacje komorek, cykl komérkowy i apoptozg metoda
cytometrii przeplywowej i zestawem Apoptosis, DNA Damage and Cell Proliferation Kit.
Najbardziej obiecujace pochodne byly dodatkowo badane innymi metodami.

Z pochodnych 3-metylidenochinolin-4-onu najwigkszg aktywnos$¢ przeciwnowotwo-
rowa wykazywal 2-etylo-3-metylideno-1-tosylo-2,3-dihydrochinolino-4-(1H)-on (analog 2), i
ten zwigzek zostal wybrany do dalszych badan na linii komérkowej HL60. Analog 2

wykazywat silne dziatanie proapoptotyczne, i powodowat $§mier¢ komoérek HL-60 w fazie S



cyklu komorkowego. Dalsze badania wykazaty, ze zwiazek ten indukowat powstawanie
podwajnoniciowych peknigé nici DNA, a apoptoza indukowana jest zarowno szlakiem
zewnatrzkomorkowym, jak 1 szlakiem mitochondrialnym. Badajac watek indukcji apoptozy
przez szlak mitochondrialny Doktorantka stwierdzita, ze 1 uM st¢zenie analogu 2 dodane do
komorek powoduje spadek potencjatu bton mitochondrialnych, jednak, co ciekawe, nie
obserwowala jednoczesnej nadprodukcji RFT. Analog 2 powodowatl takze zmniejszenie
ekspresji kinaz aktywowanych mitogenami i ich ufosforylowania. Poniewaz ekspresja badana
byla na poziomie mRNA, a ufosforylowanie na poziomie biatka, ciekaw jestem, czy spadek
ufosforylowania spowodowany jest rzeczywiscie przez zmniejszenie fosforylacji biatka, czy
tez przez zmniejszenie ilosci biatka, przy zachowaniu tego samego poziomu fosforylacji. Poza
tym, na Ryc. 27c brak jest oznaczenia istotnosci statystycznej, trudno jest wigec wnioskowac,
czy opisane zmiany w ufosforylowaniu sg istotne statystycznie.

Kolejng badang grupa byly pochodne 3-metylidenotetrahydropiran-4-onu, Tu
najwigkszg aktywnosc¢/selektywno$¢ przeciwnowotworowa wykazywaly dwa zwigzki trans-
2,6-diizopropylo-3-metylidenotetrahydropiran-4-on (pochodna 17, najbardziej selektywna) i
trans-6-fenylo-2-izopropylo-3-metylidenotetrahydropiran-4-on (pochodna 20, najbardziej
cytotoksyczna). Obie pochodne byly wyraznie mniej toksyczne niz poprzednio badane
pochodne 3-metylidenochinolin-4-onu. Wydaje si¢, ze odmienny byt tez mechanizm ich
dziatania. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obie pochodne moga hamowac¢ aktywnos¢
topoizomerazy Ila, chociaz zostalo to udowodnione do§wiadczalnie tylko dla pochodnej 20.
Zastanawiam si¢, czy w opisie rysunku nr 36 nie nastgpita pomytka, poniewaz wczesniejsze
wyniki (indukcja podwdjnoniciowych peknie¢ DNA i blok w fazie G2/M) wskazuja, Ze to
pochodna 17 powinna silniej oddziatywaé na topoizomeraze Ila. Ponadto nizsze stezenie
pochodne;j 20 silniej hamuje topoizomeraze [lo bardziej niz stezenie wyzsze.

Trzecia grupa zbadanych zwiazkow byty pochodne 3-dietoksyfosforylofurochinolino-
4,9-dionu. Zwiazki te wykazywaty dziatanie przeciwnowotworowe wicksze niz badane
wczesniej pochodne 3-metylidenochinolin-4-onu i dwa z nich zostaty wytypowane do
dalszych badan (zwigzek 29¢ i 291). Oba zwiazki powodowaly zahamowanie komorek w fazie
S cyklu, z jednoczesnym zwigkszenie odsetka fazy subG0/G1. Jednocze$nie obserwowano
wyrazng apoptoze polaczong z indukcjg powstawania podwdjnoniciowych peknig¢ DNA,

spadkiem potencjatu btony mitochondrialnej, indukcja powstawania RFT oraz



zahamowaniem aktywnosci biatka NQO1. Wyniki otrzymane dla tych pochodnych sg bardzo
spdjne 1 wyraznie sugerujg udzial nadprodukcji RFT w toksyczno$ci obu pochodnych.

Pochodng 291 Doktorantka wybrata do dalszych badan. Dziatanie pochodnej 291
zbadano dodatkowo na potrdjnie negatywnej linii nowotworu piersi MDA-MB-231.
Toksycznos¢ (test MTT) badanej pochodnej byta podobna dla obu linii komorkowych. Jest to
o tyle ciekawe, ze wszystkie pozostate testy, np. wbudowywanie BRDU, wptyw na cykl
komorkowy, indukcja apoptozy, rozczepienie PARP czy ogniska histonu YH2AX wyraznie
wskazuja na wiekszg toksycznos$¢ pochodnej 291 w stosunku do komoérek MCF-7. Badania
pochodnej 29i zwienczone zostaty badaniami in vivo, w ktorych okreslono ostrg toksycznosé¢
pochodnej i jej wptyw na wzrost guza w syngenicznym modelu myszy C3H. Pochodna nie
byta toksyczna i hamowata wzrost guza. Poniewaz Doktorantka wszczepiala myszom guzy
wyindukowane w 6-ciu innych myszach, i obserwowata duzg réznorodno$é¢ w szybkosci
wzrostu guza, nasuwa si¢ pytanie, czy byta jako$ kontrolowana waga wszczepianego
materialu. Czy byly jakies r6znice w szybko$ci wzrostu guza u myszy, ktére dostaty
rownowagowe fragmenty guzow lub fragmenty tego samego guza?

Dyskusja jest ciekawa i rozwiewa czgsciowo moje watpliwosci dotyczace wstepu,
poniewaz dosy¢ szczegdtowo opisuje wybrane mechanizmy dziatania ksenobiotykow. Tak jak
juz napisatem wczesniej, te fragmenty z powodzeniem moglyby si¢ znalez¢ we wstepie, a w
dyskusji mozna byto skupi¢ si¢ na troch¢ gtebszym omowieniu obserwowanych zjawisk. Na
przyktad, Doktorantka stwierdzita wzrost ekspresji receptora FAS po dziataniu chinolinonu 2.
Receptor FAS, do aktywacji potrzebuje liganda (w warunkach fizjologicznych jest to biatko
FASL (FAS ligand) wystepujace na btonach cytotoksycznych limfocytow T i komorkach NK.
Pozostaje kwestig do wyjasnienia, czy juz sam wzrost ekspresji FAS wystarczy do aktywacji
szlaku, czy chinolinon 2 moze sam aktywowac FAS lub ktore$ z bialek kompleksu DISC, bez
udziatu fizjologicznego aktywatora. Moze sg jakie$ dane literaturowe na ten temat.

Wyniki otrzymane dla dwoch pozostatych grup badanych zwigzkow sg bardziej spojne
1 ich dyskusja w moim odczuciu budzi mniej kontrowersji. Nalezatoby si¢ jedynie zastanowic¢
nad przyczyna zahamowania komorek w fazie S cyklu po dziataniu pochodnych 29¢ i 29i.
Powstawanie uszkodzen DNA powoduje zahamowanie w fazie G2/M, jak to doskonale wida¢
w przypadku badanych analogéw metylidenotetrahydropiranonow. Zahamowanie w fazie S
moze $wiadczy¢ o trudnosciach w syntezie DNA.

Nie moge zgodzi¢ si¢ z niektorymi tezami postawionymi przez Doktorantke.
Omawiajac chinolinon 2 Doktorantka stwierdzita ,,Zatrzymanie cyklu komorkowego jest

jednym z mechanizméw, za pomocg ktorego leki przeciwnowotworowe mogg wywieraé swoje



dziafanie”. W moim odczuciu zatrzymanie cyklu komorkowego jest raczej efektem dziatania
ksenobiotykdw, niz mechanizmem ich toksyczno$ci. Jak Doktorantka sama stwierdza w
kolejnym zdaniu, zatrzymanie w cyklu wynika z powstawania, np. uszkodzen DNA, i aktywacji
odpowiednich szlakow sygnalizacyjnych. Podsumowujac dziatanie chinolinonu 2 Doktorantka
napisata ,,... uzyskane wyniki wskazujg, ze chinolinon 2 indukuje zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie subG0/G1.” Nie ma czegos$ takiego jak zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie subG1/G0. Faza subG1/GO jest tylko z nazwy ,.fazg cyklu komorkowego”, poniewaz
sg to fragmenty komodrek zawierajace mniej DNA niz komoérki w fazie G1/G0 powstajace w
wyniku fragmentacji DNA i rozpadu komorek. Faze subG1/G0 wyrdézniamy badajac rozktad
komorek w cyklu komoérkowym, moze si¢ ona zwigksza¢ lub zmniejszaé, ale komoérki nie moga
si¢ w niej zatrzymac, poniewaz faza cyklu jest tylko umownie.

Whioski sg wtasciwie podsumowaniem pracy i skroconym opisem wynikow.
Spodziewalbym si¢ raczej przemyslen Doktorantki na temat mechanizméw dziatania
poszczegolnych grup zwigzkdéw 1 ewentualnej antycypacji co do ich przysztych losow. Leki
przeciwnowotworowe warto rozwijac, jesli ich dziatanie przeciwnowotworowe jest silniejsze
niz zwigzkow juz funkcjonujacych w leczeniu lub jesli wigksze jest ich dziatanie
oszczedzajace dla komoérek zdrowych przy zachowaniu podobnego dziatania przeciwnowo-
tworowego. Czy ktorys z badanych przez Doktorantke zwigzkow spetnia te warunki?

Przedstawiajac powyzsze uwagi moim zamiarem jest raczej dyskusja z Doktorantka niz
krytyka jej badan. Nie mam zastrzezen co do strony merytorycznej pracy. Dobdr metod 1
wykonanie doswiadczen sa odpowiednie 1 $wiadczg o dobrym warsztacie naukowym
Doktorantki. Doktorantka przebadata 46 pochodnych, praca godna Herkulesa, i uzyskata
interesujace i unikatowe wyniki. Czg$¢ przebadanych zwiazkow jest perspektywiczna i warta
dalszego rozwijania. Opisane niedociggni¢cia sg tatwe do poprawienia czy tez uzupetnienia.

Z edytorskiego obowiazku moge stwierdzi¢, ze praca napisana jest dobrze.
Doktorantka nie unikneta kilku potocznych, czy tez niezrgcznych sformutowan stylistycznych
i literowek, ale jest ich stosunkowo mato. Troch¢ mi zgrzyta zaczynanie tytutow
podrozdziatéw od stowa ,,Badanie”, prosz¢ w przyszlosci unikac¢ takich sformutowan, bo
ktada nacisk na samg czynnos¢ badania, a nie na przedmiot badan.

Powyzsze uwagi maja raczej charakter pomocniczy oraz redakcyjny, i nie wptywaja na
moja pozytywna ocene rozprawy doktorskiej mgr Joanny Drogosz-Stachowicz. Rozprawa
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego opisanego w celach pracy, i zar6wno
zawarto§¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposOb przestawienia wynikow, $wiadcza o

samodzielnosci i dojrzatosci naukowej mgr Joanny Drogosz-Stachowicz i w pelni uzasadniajg



ubieganie si¢ o stopien doktora. W mojej ocenie rozprawa spetnia wymogi ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003
r. (Dz.U. 22003 r. nr 65 poz. 595 z pézn. zm.). Tym samym z pelnym przekonaniem wnioskuje¢
do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Joanny
Drogosz-Stachowicz do dalszych etapéw postgpowania zwigzanego z nadaniem stopnia
naukowego doktora.

Jednoczesnie biorac pod uwage ogrom wykonanej pracy, wiasciwy dobdr metod,
poprawnos¢ interpretacji wynikow i dyskusji wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréznienie tej

pracy.

Marcin Kruszewski
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