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pt. ,Poziom i mechanizm cytotoksycznosci twiqzkow z grupy benzo[b]furanow i

dikarboksyimidéw w wybranych liniach komdrek nowotworowych >

Poszukiwania nowych strategii terapeutycznych choréb nowotworowych s przedmiotem
badan wielu laboratoriow na $wiecie. W badaniach tych wykorzystywane sg zarowno zwiazki
naturalne, izolowane z roslin, jak rowniez rozne klasy zwigzkow syntetycznych. W tym
drugim przypadku zespét syntetyczny wybiera zwykle okreslony szkielet, na bazie ktorego
mozna otrzyma¢ szeroka game pochodnych, réznigcych sig podstawnikami. Pozwala to na
optymalizacje wybranych struktur pod katem pozadanego efektu biologicznego i w
konsekwencji terapeutycznego.

W ten tak wazny nurt poszukiwan zwigzkéw mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej wpisuje si¢ tematyka rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Krolewskiej
wykonana w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi pod
kierunkiem prof. dr hab. Barbary Nawrot. Doktorantka w swojej dysertacji skoncentrowata
sie na zwigzkach syntetycznych, posiadajgcych motyw benzo[b]furanu lub dikarboksyimidu.
Pierwszym etapem pracy byla ocena cytotoksycznosci 80 pochodnych, zsyntetyzowanych w
Zakladzie Chemii Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, w dwoch liniach
nowotworowych, zawiesinowej linii K562 chronicznej biataczki typu CML i adherentnej
HeLa oraz w komérkach prawidtowych HUVEC. Szkoda, ze z Tabeli 1 nie wynika, ktore
zwigzki sa pochodnymi benzo[b]furanu, a ktére dikarboksyimidéw. Badania prowadzone w
szerokim zakresie stezen pozwolity na wyselekcjonowanie 11 zwigzkéw cytotoksycznych dla
komorek nowotworowych, ale oszczedzajacych komorki prawidtowe HUVEC. Zwigzki te
byly dalej badane w tescie MTT na dwéch innych liniach komorek ostrych biataczek typu



ALL i AML, odpowiednio MOLT-4 i HL-60 oraz na adherentnych komorkach
nowotworowych trzustki CFPAC. Za punkt odniesienia w badaniach cytotoksycznosci
przyjeto wartosci ICso otrzymane dla znanych lekow przeciwnowotworowych, takich jak
doxorubicyna, cytarabina czy bortezomid. Z tej zawgzonej grupy zwigzkOw wybrano
nastepnie trzy, ktére byly dalej badane pod katem indukcji apoptozy na 3 liniach
nowotworowych.

Nalezy zauwazy¢, ze wybrane zwigzki charakteryzowaty si¢ wyjatkowo duzg
selektywnoscig dziatania i nie byly toksyczne dla zdrowych komorek w stezeniach do 1 mM.
Ta cecha nowych analogéw nie jest wprawdzie zastugg Doktorantki, ale z pewnoscia
mozliwo$é badania zwiazkéw o tak duzej selektywnosci podnosi wartosé otrzymanych
wynikow.

W  logicznie zaplanowanych badaniach zanalizowano nastepnie wplyw trzech
wybranych zwigzkéw na indukcje apoptozy i poziom kaspazy 8 i 9, w celu ustalenia szlakow
sygnalizacyjnych cytotoksycznego dziatania analogéw. Badania przeprowadzono za pomocg
nowoczesnych, adekwatnych do postawionych zadan badawczych metod biologii komoérki i
biologii molekularne;j.

W przypadku wszystkich trzech badanych zwigzkow wykazano, ze indukujg apoptoz¢ w
komérkach nowotworowych zaréwno na drodze wewngtrznej, mitochondrialnej, jak i
zewnetrznej, poprzez receptory $mierci. Zaobserwowano tez réznice we wrazliwosci komérek
biataczkowych badanych linii na indukcjg¢ apoptozy.

Wykorzystujac mikromacierze DNA zbadano profil ekspresji genéw zaangazowanych
w proces apoptozy w linii biataczkowej K562 po inkubacji komérek z najlepszym analogiem
z grupy benzo[b]furaéw i dikarboksyimidow. Zaobserwowany wzrost ekspresji niektorych
gen6w zostal nastepnie okreslony ilosciowo technika PCR w czasie rzeczywistym.
Udowodniono, ze obydwa zwiazki indukuja ekspresj¢ na poziomie mRNA genéw Bax, Bad
itp., uczestniczacych w szlaku mitochondrialnym apoptozy, a takze genow z rodziny TNFRSF
i CASP bioracych udziat w szlaku receptorowym.

Z uwag technicznych nasuwa mi si¢ pytanie dlaczego w testach zwigzanych z
procesem apoptozy dodawano badane zwiazki w stezeniach 5 x ICso? Takie stgzenie wydaje
si¢ by¢ bardzo wysokie. Czy wynikato to z jakich$ wezesniejszych ustalen? A w jaki sposob
wybierano czas inkubacji?

Ciekawym dodatkiem do zaplanowanych badan bylo wykorzystanie dichroizmu

kotowego. Na podstawie otrzymanych widm Doktorantka pokusita si¢ o przypuszczenie, ze



mechanizm cytotoksycznego dziatania dwéch wybranych zwigzkéw moze by¢ zwigzany z
uszkodzeniem DNA poprzez alkilacje lub interkalacjg.

Przeprowadzona analiza cytotoksycznego dzialania duzej grupy zwigzkow dostarczyla
bardzo obiecujacych wynikéw z punktu widzenia terapeutycznego.

Liczaca 161 stron rozprawa mgr Karoliny Krélewskiej ma klasyczny uktad. Rozpoczyna
ja czgs¢ teoretyczna, w kolejnych rozdziatach ktorej Doktorantka wyczerpujaco omoéwita
rodzaje $mierci komorki, ze szczegblnym uwzglednieniem apoptozy, a takze zapoznala
czytelnika z gamg naturalnych zwigzkéw pochodzenia roslinnego, zawierajagcych w swej
strukturze motyw benzo[b]furanu i dikarboksyimidu, omawiajac rowniez syntetyczne analogi
tych zwigzkow. Wybér zagadnien przedstawionych w czgsci teoretycznej $wiadczy o
whasciwym zrozumieniu roli tej czgsci dysertacii, stanowiacej wprowadzenie i uzasadnienie
podjetych w pracy doktorskiej badan. Poszczegdlne zagadnienia opisane zostaly w sposéb
przejrzysty i kompetentny.

Cel pracy zostat jasno sformutowany, a kolejne, wiasciwie zaplanowane zadania
badawcze w pelni uzasadnione. Rozdzial Materialy i Metody precyzuje szczeg6ly
stosowanych technik badawczych, pozwalajacych monitorowaé zmiany zachodzace w
komoérkach pod wptywem analizowanych zwigzkéw. Aktywnos¢ cytotoksyczng oceniano za
pomocg testu MTT, aktywnos¢ kaspazy 3 i 7 poprzez pomiar nat¢zenia fluorescencji, a
aktywno$¢ proapoptotyczng technika cytometrii przeplywowej przy uzyciu aneksyny V i
jodku propidyny. Profil ekspresji genow zaangazowanych w proces apoptozy okreslono
metoda z wykorzystaniem mikromacierzy, a ekspresj¢ wybranych genéw metodg PCR w
czasie rzeczywistym. Proby identyfikacji biatek komoérkowych oddziatujgcych z badanymi
zwigzkami metoda DARTS nie powiodly sig.

Wyniki przeprowadzonych badaf zaprezentowane zostaly w sposob bardzo
przejrzysty, w formie graficznej, najczesciej rycin i zawarte w kilku tabelach. W 12-
stronicowej Dyskusji Doktorantka dokonata oméwienia otrzymanych wynikéw w poréwnaniu
z przeciwnowotworowymi wiasciwosciami opisanych w literaturze zwigzkéw o tym samym
rdzeniu strukturalnym. Sformutowane w pracy wnioski znajduja potwierdzenie w uzyskanych
danych eksperymentalnych.

Praca przygotowana jest z duzg starannoscig. Drobne uchybienia wynikajg zapewne z
edycji tekstu. Pismiennictwo jest jednolite i podane zgodnie z obowigzujagcym sposobem
zapisu.

Podsumowujac stwierdzam, ze wysoko oceniam przedstawiong mi do recenzji pracg

mgr Karoliny Krolewskiej. Zbadanie cytotoksycznosci duzej liczby zwigzkéw na Kilku



liniach komérkowych i poréwnanie z ich dziataniem na komérki prawidlowe dostarczylo
oryginalnych wynikéw o niepodwazalnej wartosci poznawczej.

Przedstawiony na poczatku dysertacji dorobek publikacyjny Doktorantki zawiera az
15 pozycji literaturowych. W niektérych z nich, jak si¢ domyslam, opublikowane s3 dane
dotyczace cytotoksycznosci zwigzkow opisanych w dysertacji. Szkoda tylko, ze Doktorantka
przed obrong nie zdaZzyla opublikowa¢ pierwszo-autorskiej pracy z otrzymanych wynikow, co
z pewnoscia byloby ukoronowaniem przedstawionej mi do oceny dysertacji. Sformutowania
,manuskrypt w ewaluacji” czy ,,publikacja w druku” nie s3 wystarczajace i nie powinny
znalez¢ sie w spisie dorobku naukowego Doktorantki. Jesli publikacja jest przyj¢ta do druku
to nalezy podaé¢ numer DOI. Waznym uzupehnieniem dorobku Doktorantki jest Jej udziat w
pieciu patentach, z czego dwa sg patentami europejskimi.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Krolewskiej stanowi samodzielne rozwigzanie
problemu naukowego i wnosi cenny wktad w badanie nowych potencjalnych zwigzkéw o
wiasciwosciach przeciwnowotworowych. Ze wzgledu na szeroki panel analizowanych
zwigzkéw i zastosowanych metod badawczych, a takze bardzo staranne przygotowanie
rozprawy, uwazam prac¢ doktorskg za wyrézniajaca.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa
Doktorska mgr Karoliny Krélewskiej w pelni spetnia wymagania stawiane Kandydatom
ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora. Wnoszg wige do Rady Naukowej Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnch Polskiej Akademii Nauk w Lodzi o
dopuszczenie mgr Karoliny Krolewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.
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