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OCENA

pracy doktorskiej Karoliny Krélewskiej pt. ,,Poziom i mechanizm
cytotoksycznosci zwiqzkoéw z grupy benzo[b]furanéw

i dikarboksyimidow w wybranych liniach komorek nowotworowych”

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Kroélewskiej dotyczy bardzo istotnego zagadnienia
jakim jest zaprojektowanie i synteza nowych zwigzkéw o aktywnosSci przeciwnowotworowej,
ktére dziatajg wybidérczo na komoérki nowotworowe, a s3a nietoksyczne dla komorek
prawidtowych. Jest to zadanie niezwykle trudne i bardzo aktualne o czym $wiadczy lawinowy
wzrost liczby osrodkéw naukowych na $wiecie, zajmujacych sie poszukiwaniem takich zwigzkéw
i wykonujacych szeroko zakrojone badania przesiewowe licznych substancji pochodzenia
naturalnego i syntetycznego w tym kierunku. O skali problemu $wiadczy réwniez ogromna liczba
opublikowanych na ten temat prac naukowych, popularno-naukowych i innych opracowan.
Wopisanie haset anticancer compounds from plants, from microbes, from marine organisms i from
actinomycetes w przegladarke internetowg google pokazuje odpowiednio 223 tys., 467 tys., 115
tys. 1112 tys. wynikéw. Problem ten wynika gtéwnie z tego, Ze wspotczesna onkologia kliniczna
wcigz nie dysponuje w petni skuteczng chemioterapig przeciwnowotworowa, a leczenie za
pomoca ogolnie dostepnych terapeutykdéw pozwalajg osiggnaé w miare zadawalajgce wyniki
jedynie w przypadku rzadkich i bardzo rzadkich nowotworéw. Wiekszos¢ powszechnie
wystepujacych nowotwordéw jest stosunkowo oporna na leczenie i jedynie niewielki procent
pacjentow wykazuje wzglednie dobra odpowiedZ na konwencjonalng terapie. Najwieksze
problemy stwarzajg oporno$¢ wielolekowa, rozwijana przez znaczna liczbe pacjentéw nawet po
podaniu pierwszej dawki leku, niska selektywno$¢ i specyficzno$¢ chemioterapeutykéw
w stosunku do komorek poszczegdlnych typéw nowotworu oraz duza toksycznos$c
ogolnoustrojowa, wynikajagca z ich cytotoksycznego dziatania na tkanki prawidtowe.
W S$wietle postepujacego wzrostu zachorowalnosci na choroby nowotworowe, szczegolnie
w krajach rozwinietych przemystowo, opracowanie nowej, bardziej efektywnej terapii
przeciwnowotworowej staje sie imperatywem dla $rodowiska naukowego i lekarskiego.
Swiatowa Organizacja Zdrowia WHO prognozuje staty dalszy wzrost liczby zachorowan na raka,
szacowany na 19.3 mln przypadkéw rocznie w 2025 roku i spowodowany gtéwnie wzrostem
liczebnos$ci populacji i jej starzeniem sie. Z tego ponad potowa zachorowan (56.8%) i 64.9%
zgondw wystapi w krajach rozwijajacych sie (m.in. w Polsce).

Najnowszym trendem w terapii przeciwnowotworowej w ostatnich latach stato sie
poszukiwanie zwigzkéw o ukierunkowanym, proapoptotycznym dziataniu, wptywajacych na
aktywno$¢ transkrypcyjng genéw zaangazowanych w proces apoptozy komdrki nowotworowe;j. Taki
mechanizm dziatania jest bardzo korzystny dla organizmu chorego, gdyz ograniczenie namnazania sie
komorek nowotworowych i ich stopniowa eliminacja na drodze ukierunkowanej apoptozy nie
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wywotluje procesu zapalnego i nie uszkadza sgsiadujacych z nowotworem tkanek prawidtowych.
Zwiazki tego typu mogg takze w duzym stopniu uwrazliwia¢ komérki nowotworu na terapie.

Badania, stanowigce celem rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Krélewskiej mieszczg sie
w gléwnym nurcie tych poszukiwan i dotycza niezwykle istotnego problemu w terapii
nowotwordow jakim jest selektywne dziatanie potencjalnego leku na okreslony typ nowotworu.
Praca doktorska zostalta wykonana w Zakladzie Chemii Bioorganicznej Centrum badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w t.odzi pod kierunkiem prof. dr
hab. Barbary Nawrot, w ktérym od lat prowadzone s3 wielokierunkowe badania nad
molekularnymi mechanizmami aktywnosci biologicznej nowych zwigzkéw o aktywnosci
przeciwnowotworowej. Zespét posiada duze osiggniecia publikacyjne i patentowe (polskie
i europejskie) w tym zakresie, realizuje takze szereg projektéw badawczych.

Gltéwnym celem pracy doktorskiej bylo wyselekcjonowanie =z puli 80
nowosyntetyzowanych pochodnych benzo[b]furanéw i dikarboksyimidéw najbardziej
aktywnych zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwnowotworowych i niskiej toksycznosci wobec
komérek prawidtowych jak réwniez zbadanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych
za te wlasciwosci. Postawiony cel Doktorantka zrealizowata wieloetapowo i konsekwentnie, co
umozliwito Jej uzyskanie bardzo wartosciowych i oryginalnych wynikéw. Badania zostaly
wykonane na liniach komorek ludzkich we wspétpracy z Zakltadem Chemii Medycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w ramach dwoéch projektow badawczych
finansowanych przez PBZ-MNiSW (projekt 07/1/2007 /13 pt. "Bifosforany oraz oligonukleotydy
i ich kongenery jako diagnostyki oraz leki nowych generacji”, zadanie ,Opracowanie zasad
organizacji laboratorium referencyjnego dla badan wtasciwosci przeciwnowotworowych bio-
fosforanych i ich analogéw”) oraz NCN (projekt wlasny PRELUDIUM (2013-2015) pt.” Zwigzki
o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych z grupy pochodnych benzo[b]furanéw
i dikarboksyimidéw - badanie mechanizmu dziatania w komoérkach ludzkich”).

Rozprawa jest do$¢ obszerna, ale napisana poprawnym jezykiem i przygotowana niezwykle
starannie. Tre$¢ pracy zostata podzielona na rozdziaty obejmujgce streszczenie pracy w jezyku
polskim i angielskim, wstep i cel badan, wstep literaturowy, badania wtasne, dyskusje,
podsumowanie wynikéw i wnioski, materiaty i metody oraz literature. Na poczatku pracy Autorka
zamie$cita wykaz osiggnie¢ naukowych, wykaz skrotéw i spis treSci. Zachowano witasciwe
proporcje miedzy poszczeg6lnymi rozdziatami. Zagadnienia oméwione w czesci literaturowej tacza
sie SciSle z glownym tematem rozprawy i celem przeprowadzonych badan. Autorka
w sposob ciekawy i zwiezty omawia rodzaje $mierci komoérkowej oraz proces apoptozy jako
preferowany typ $mierci komérek nowotworowych. Rozdzial 4. poswiecony jest regulatorom
apoptozy, w rozdziale 5. natomiast zostaty oméwione gtéwne molekularne regulatory tego procesu.
W ostatnim rozdziale czesci literaturowej Autorka opisuje najwazniejsze wiasciwosci biologiczne
zwigzkow z grupy benzo[b]furanéw i dikarboksyimidéw, bedacych przedmiotem rozprawy.

Cze$¢ teoretyczna pracy napisana jest w sposob interesujacy, zawiera najnowsza wiedze
z zakresu omawianych zagadnien oraz starannie wykonane kolorowe schematy i rysunki. Duze
wrazenie robi cze$¢ doswiadczalna pracy, przygotowana niezwykle pieczotowicie, z duza dbatoscig
0 szczeg6ly i zawierajaca bogata dokumentacje graficzng i tabelaryczng. Uznanie budzi takze
doktadnos¢ z jaka przygotowano rozdzial Materiaty i metody, zawierajacy szczegétowy wykaz
stosowanych odczynnikéw, wzoréw chemicznych badanych zwigzkéw i doktadny opis metod.
Praca zawiera takze obszerny wykaz literatury, liczacy 200 pozycji. Wiekszos¢ cytowanych prac
stanowig najnowsze publikacje z ostatnich lat.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobrze przemyslany, logiczny i konsekwentnie zrealizowany
plan badan, ktére Doktorantka rozpoczeta od testowania cytotoksycznosci zwigzkéw, wykonujac
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w tym celu kolejne badania przesiewowe. Oznaczenie cytotoksycznosci wykonata trzyetapowo.
Najwazniejszym celem pierwszego etapu byto wyselekcjonowanie zwigzkéw nietoksycznych dla
komorek prawidtowych, a wykazujacych cytotoksycznos¢ zaréwno wobec komorek nowotworow
litych jaki komoérek biataczkowych. Doktorantka wybrata linie komérek zawiesinowych K562
przewlektej biataczki szpikowej, linie nabtonkowych komdérek adherentnych Hela raka szyjki
macicy oraz linie HUVEC prawidtowych komoérek $srédbtonka. W etapie tym wyselekcjonowata
11 zwiazkéw (4 pochodne benzo[b]furanéw i 7 pochodnych dikarboksyimidéw). Sposréd nich
6 pochodnych benzo[b]furanéw i 1 pochodna dikarboksyimidéw charakteryzowaty sie
selektywnym dziataniem cytotoksycznym w stosunku do komoérek biataczkowych (IC50 zawarte
w przedziale 1-10 uM, wyjatek stanowit rézniacy sie strukturg od pozostatych pochodnych
dikarboksyimidéw zwigzek BK.198.1 HCL, wykazujacy 1C50=100 pM). Jedna pochodna
dikarboksyimidéw (BK 171.1 HCI) i dwie pochodne benzo[b]furanéw (BM 7 oraz BM 8) okazaty
sie cytotoksyczne zaréwno dla komorek biataczkowych K562 jak i adherentnych komorek HeLa.
Pochodne BK'171.1 HCli BM 7 wykazywaty podobng cytotoksyczno$¢ wobec obu typéw komédrek
(IC50=1 pM), podczas gdy pochodna BM 8 wykazywata ok. 10-krotnie mniejsza cytotoksycznos¢
w stosunku do komérek HeLa (IC50=9 uM), a pochodna BM 3G odwrotnie - ok. 10-krotnie
mniejsza cytotoksyczno$¢ w stosunku do komorek biataczkowych.

Weryfikacja hipotezy o wybidérczym dziataniu cytotoksycznym na komdrki biataczkowe
wiekszosci aktywnych zwigzkéw, wyselekcjonowanych w pierwszym etapie, wymagala ich
dodatkowego przetestowania na komdrkach wywodzacych sie z innych typéw biataczek
i nowotworow litych. Badania, wykonane przez Doktorantke w drugim etapie skriningu wykazaty,
ze pochodna BK.198.1 HCL, wykazujagca najmniejsza cytotoksyczno$¢ wobec komoérek K562
przewlektej biataczki szpikowej, jest nieaktywna w stosunku do komérek innych typéw biataczek.
Sposrod pozostatych pochodnych dikarboksyimidéw, dziatajacych selektywnie na komoérki K562,
tylko jeden zwigzek BK 124.1 byt cytotoksyczny takze i dla pozostalych typéw komoérek
biataczkowych - linii HL-60 ostrej biataczki promielocytarnej (AML) oraz linii MOLT-4 ostrej
biataczki limfoblastycznej (ALL). Zwigzki BK 176.1, BK 176.2, BK 176.4 i BK 176.5 natomiast nie
byly cytotoksyczne dla komoérek HL-60. Zwigzek MKN jako jedyna wyselekcjonowana pochodna
benzo[b]furanéw, dzialajgca wybidrczo na komérki biataczkowe K562, byt takze cytotoksycznay
i dla pozostatych 2 typéw komorek biataczkowych (HL-60 i MOLT-4). Nalezy podkresli¢ duza
aktywno$¢ cytotoksyczng wyselekcjonowanych zwigzkéw wobec komorek biataczkowych,
znacznie przewyzszajacg aktywnos$c¢ stosowanych Kklinicznie lekéw cytarabiny, sorafenibu czy CPT-
11. Co wiecej, wyselekcjonowane pochodne nie s3 toksyczne dla prawidtowych komorek
$rodbtonka, podczas gdy wszystkie zastosowane leki referencyjne wykazuja znacza toksycznos¢
wobec komérek HUVEC, poréwnywalna w przypadku doksorubicyny z cytotoksycznoscig leku
wobec komorek biataczkowych, i nawet wieksza w przypadku bortezomibu.

W dalszych etapach badan Doktorantka we wspotpracy z innymi o$rodkami naukowymi
i przy uzyciu najnowszych technik badawczych wykonata szereg bardzo szczegdétowych analiz
w celu wyjasnienia molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za aktywno$¢
przeciwnowotworowg badanych zwigzkéw. Gtéwne miejsce w tych badaniach zajmuje wyja$nienie
w jakim stopniu wyselekcjonowane pochodne mogg indukowaé apoptoze komoérek
nowotworowych i jaki jest mechanizm tego procesu. Ewaluacje procesu apoptozy Doktorantka
przeprowadzita na podstawie oznaczenia eksternalizacji fosfatydylocholiny, ktora jest jednym
z wezesniejszych zjawisk zachodzacych podczas apoptozy. Zbadata takze aktywnos$¢ kaspaz 3, 7, 8
i 9, aktywowanych na szlakach receptorowym i mitochondrialnym apoptozy, oraz poziomu
ekspresji 96 gendéw zwigzanych z tym procesem. Zakres zastosowanych w pracy metod
(mikroptytkowe metody spektrofluorymetryczne, cytometria przeptywowa, technika



mikromacierzy DNA, technika real-time RT-PCR) jest imponujacy. Doktorantka wykonata ponadto
badania modelowe, majgce na celu wyjasnienia interakcji badanych zwigzkéw z DNA, stosujgc
spektroskopowg metode dichroizmu kotowego (CD) oraz analize restrykcyjng plazmidowego DNA.
Na szczegélne podkreslenie zastuguje zastosowanie trudnej do interpretacji metody DARTS do
identyfikacji biatlek komoérkowych oddziatujacych z badanymi zwigzkami. Wszystkie eksperymenty
zostaly wykonane niezwykle rzetelnie z zastosowaniem odpowiednich préb Kkontrolnych
i referencyjnych.

Badania  aktywnosci kaspaz w  komoérkach  biataczkowych, traktowanych
wyselekcjonowanymi zwigzkami, wykazaty ich zréznicowany wplyw w zaleznosci od typu biataczki
oraz struktury chemicznej zwigzku. W przypadku niektérych pochodnych Autorka nie stwierdzita
zmian w aktywno$ci Kkaspaz sugerujgc, ze apoptoza nie odgrywa istotnej roli
w cytotoksycznosci tych zwigzkéw i by¢é moze powodujg one gléwnie nekroze komorek
nowotworowych. Dotyczy to pochodnych BK 176.1, BK 176.2, BK 176.5 i BK 124.1, dla ktérych nie
zaobserwowano wzrostu aktywnos$ci kaspazy 3 i 7 w komoérkach K562. Bardzo duzy wzrost
aktywnosci kaspaz 3 i 7, poréwnywalny do tego staurosporyny, zaobserwowata natomiast dla
pochodnych BK 176.4, MKN, BK 171.1, BK 198.1, BM 7i BM 8, co wskazuje, ze ich aktywno$¢
przeciwnowotworowa moze wynika¢ z wtasciwosci proapoptotycznych. Komérki MOLT-4 okazaty
sie bardziej wrazliwe na indukcje apoptozy od komoérek K562 o czym $wiadczy kilkakrotnie wyzszy,
w poréwnaniu ze staurosporyna, wzrost aktywnosci kaspaz 3 i 7. Najbardziej aktywne zwigzki MKN
(pochodna benzo[b]furanu) i BK 176.4 (pochodna dikarboksyimidu) indukowaty apoptoze komdrek
biataczkowych K563 i MOLT-4 zaréwno na szlaku receptorowym jak i mitochondrialnym, powodujac
wzrost aktywnosci kaspaz 8 i 9. Wyniki te Doktorantka potwierdzita w badaniach profilu ekspres;ji
gendw zwigzanych z apoptoza, w ktorych wykazata znaczacy wzrost ekspresji genéw BAX, BAD, BID,
BAK, BIM,PUMA, NOXA, Smac/DIABLO, APAF1, PMA/P1 i HTRAZ, zaangazowanych w szlaku
mitochondrialnym apoptozy jak i wzrost ekspresji genéw TNFRSF 10A, TNFRSF 10B, TNFRSF 21,
ESRRBL1, CASP81i CASP 10, uczestniczacych w szlaku receptorowym apoptozy.

W badaniach modelowych nad interakcja badanych pochodnych z DNA Doktorantka
wykazata, ze jednym z mechanizmédw cytotoksycznosci zwigzkéw MKN i BK 176.4 moze by¢
deaktywacja DNA poprzez alkilowanie i/lub interkalacje tych zwigzkéw do helisy DNA. Chciatabym
roéwniez zwréci¢ uwage na szczegblnie wartosciowe wyniki badan SAR, ktore dostarczajg cenne
wskazoéwki do syntezy nowych pochodnych dikarboksyimidéw i benzo[b]furanéw.

Na szczeg6lne wyrdznienie zastuguja takze zamieszczone na Ryc. 18-21, opracowane
metoda Analizy Metacore, schematy szlakéw apoptozy, uwzgledniajace miejsca wzmozonej
ekspresji genéw zwigzanych z apoptoza.

Bardzo mocng strong pracy jest obszerna i Swietnie napisana dyskusja, w ktérej Autorka
bardzo krytycznie, wnikliwie i logicznie dyskutuje wtasne wyniki z wynikami innych autoréw.

Moje uwagi krytyczne dotycza kilku drobnych nieScistosci i niezbyt fortunnych
sformutowan w ttumaczeniu angielskich skrétéw i nazw, jak np. neuronalny inhibitor apoptozy
zamiast inhibitor neuronalnej apoptozy dla biatka NAIP (biatko NAIP znajduje sie takze w innych
komérkach), ludzka linia komoérek ostrej biataczki limfoblastycznej itp. W wykazie skrétow
Autorka wszedzie podaje ich rozwiniecie w jezyku angielskim i polskim, natomiast przy skrécie
FITC zamieszczono jedynie nazwe polska. W niektérych miejscach tekstu Doktorantka uzywa
zwrotu ,zwigzki indukujg apoptoze w komoérkach nowotworowych”, podczas gdy poprawnym
wyrazem jest ,indukujg apoptoze komoérek nowotworowych”. W dyskusji na stronie 102 Autorka
pisze, Ze ,po zastosowaniu barwienia komoérek jodkiem propidyny i konjugatem aneksyny-V
w celu uwidocznienia fosfatydyloseryny, takze zauwazytam zwiekszong ilos¢ komoérek zaréwno
wczesno- jak i pdézno-apoptotycznych”. Chciatabym zaznaczy¢, ze metoda ta nie umozliwia
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odréznienia komoérek wczesno - i poézno-apoptotycznych, o czym zreszta Doktorantka sama
wspomina w rozdziale Materiatl i Metody. Niepoprawne jest tez wyrazenie komoérki barwione
konjugatem aneksyny-V, ktére Autorka wielokrotnie uzywa. W pracy zauwazytam takze btedy
literowe. Wymienione uchybienia dotycza gtéwnie strony edytorskiej pracy i nie rzutuja w zaden
sposéb na jej wartos¢.

Podsumowujgc, jestem pod wrazeniem ogromu pracy badawczej wykonanej przez
Doktorantke, zastosowanych nowoczesnych technik badawczych oraz niezwyktej starannosci
z jaka przygotowano prace. Rozprawa doktorska nt: ,Poziom i mechanizm cytotoksycznosci
zwiqzkéw z grupy benzo[b]furanéw i dikarboksyimidéw w wybranych liniach komdrek
nowotworowych” stanowi bardzo warto$ciowe i kompletne opracowanie, zawierajgce ocene
wiasciwosci  cytotoksycznych i proapoptotycznych nowych pochodnych benzo[b]furanéw
i dikarboksyimidéw oraz szczegdétowa analize proceséw molekularnych odpowiedzialnych za
aktywno$¢ przeciwnowotworowg tych zwigzkéw. Oryginalnym osiggnieciem Autorki
i elementem nowos$ci pracy jest wykazanie selektywnego dzialania pochodnej MKN
benzo[b]furanéw na komdrki trzech réznych typéw biataczek - ostrej biataczki promielocytarnej
(AML)(linia HL-60), przewleklej biataczki szpikowej (CML) (linia K562) i ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL)(linia MOLT-4), przy jednoczesnym braku toksycznos$ci wobec komdrek
nowotworow litych i komérek prawidtowych $rodbtonka. Pochodna ta wydaje sie najbardziej
obiecujacym kandydatem do opracowania nowego leku przeciwnowotworowego, tym bardziej, ze
opisane dotychczas w literaturze zwigzki z grupy pochodnych arylobenzo[b]furanéw
i hydroksybenzofurandéw nie wykazywaty selektywnego dziatania na komérki biataczkowe, jak
réwniez na komorki nowotwordéw litych.

Praca spetnia wszystkie formalne i merytoryczne wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
a uzyskane wyniki stanowig oryginalny i istotny wktad Doktorantki w dziedzinie badan nad
molekularnymi mechanizmami aktywnosSci biologicznej zwigzkéw z grupy benzo[b]furanéw
i dikarboksyimidow w ludzkich komérkach nowotworowych i prawidtowych. Autorka wykazata
duze umiejetnosci eksperymentalne, zdolno$¢ wtasciwego planowania badan i rzetelnej analizy
uzyskanych wynikow jak réwniez wnikliwo$¢ i krytycyzmw ich interpretacji. Jej dorobek naukowy
mozna okresli¢ jako znaczny dla tak miodego naukowca. Jest wspédtautorem 11 prac
eksperymentalnych, 3 prac przegladowych, 6 doniesieni konferencyjnych (2 na konferencjach
krajowych i 4 na konferencjach miedzynarodowych) oraz 2 patentéw europejskich i 3 krajowych
zgtoszen patentowych. Uczestniczyta takze w 2 projektach finansowanych przez NCN, 1 projekcie
realizowanym dla firmy farmaceutycznej ADAMED oraz 1 projekt finansowany przez PBZ-MNiSW.
Jest rowniez beneficjentem nagrody zespotowej (bragzowy medal za patent) otrzymanej na
International Innovation & Technology Exhibition w Malezji (9-11.05.2013).

W zwigzku z powyzszym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi wysoce pozytywng recenzje
przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej i prosi¢ Wysoka Rade
o dopuszczenie jej Autorki mgr Karoliny Kroélewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny, oryginalny i nowatorski charakter badan
oraz ich duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne wnioskuje rowniez o wyroéznienie rozprawy
stosowng nagroda.

Dr hab. Aneta Koceva-Chyta, prof. nadzw. UL
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