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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ

p.t.. ,Ocena molekularnego mechanizmu dziatania nowych pochodnych
tetrahydroakrydyny i cyklopentachinoliny jako potencjalnych zwigzkow
przeciwnowotworowych” wykonanej przez mgr Pauling Olszewska w Zakfadzie Chemii
Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji Katedry Chemii Farmaceutycznej

Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Rak ptuc nalezy do najczesciej wystepujgcych nowotwordéw w na Swiecie i w Polsce.
Okoto 60 % pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem ptuc umiera w ciggu roku od
rozpoznania choroby, a 5—-letni wskaznik przezycie wynosi zaledwie 15 %. Mimo znaczgcego
postepu farmakoterapii leki stosowane w terapii tych nowotworow charakteryzujg sie
ograniczong selektywnoscia, co powoduje powazne dziatania niepozadane. Wysoka
Smiertelno$¢ z powodu nowotwordw ptuc oraz ograniczone skutecznos¢ i bezpieczenstwo
farmakoterapii wskazuja na potrzebe poszukiwania nowych efektywnych lekéw

przeciwnowotworowych.

Podjecie przez mgr Pauline Olszewskg badan nad nowymi pochodnymi
tetrahydroakrydyny i cyklopentachinoliny jako potencjalnych substancji o dziataniu
przeciwnowotworowym wpisuje sie w nurt nowoczesnych kierunkéw wspoétczesnej chemii
lekow. Pochodne akrydyny sg wazng grupe zwigzkow przeciwnowotworowych, o dziataniu
polegajgcym na interkalacji do DNA. Ponadto, aktywnos¢ przeciwnowotworowa tej grupy
lekow wynika tez z hamowania aktywnosci kluczowych enzymoéw regulujgcych proliferacje

komorek: topoizomeraz DNA, polimeraz i telomeraz. Ta grupa zwigzkéw jest takze
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intensywnie badana pod kgtem zastosowania jako substancji przeciwpierwotniakowych,
przeciwbakteryjnych i przeciwwirusowych. Dotychczas otrzymano liczne pochodne akrydyny,
jednakze nadal poszukuje sie zwigzkdw bardziej aktywnych i selektywnie dziatajgcych na
komorki nowotworowe. Z tego wzgledu wykonane przez Doktorantke badania nad
aktywnoscig cytotoksyczng nowych pochodnych tetrahydroakrydyny i cyklopentachinoliny
uwazam za uzasadnione i przydatne zaréwno z poznawczego jak i praktycznego punktu
widzenia.

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej byto zbadanie aktywnosci
przeciwnowotworowej 32 nowych pochodnych akrydyny oraz okreslenie molekularnego
mechanizmu dziatania zwigzkdéw najsilniej hamujgcych wzrost komoérek raka ptuc. Mgr
Paulina Olszewska zbadata 16 pochodnych tetrahydroakrydyny i 16 pochodnych
cyklopentachinoliny potfgczonych z ugrupowaniami kwasu 6-hydrazynonikotynowego lub 4-
fluorobenzoesowego, réznigcymi sie liczbg atomdéw wegla w tancuchu alifatycznym. W
wyniku oceny metodg WST-1 wptywu tych pochodnych na zahamowanie wzrostu komaorek
raka ptuc, Doktorantka wykazata, ze zaréwno pochodne tetrahydroakrydyny jak i
cyklopentachinoliny potgczone z resztg kwasu 4-fluorobenzoesowego hamowaty silniej
wzrost komorek raka ptuc niz pochodne z resztg kwasu 6-hydrazynonikotynowego. Ponadto,
aktywnos¢ cytotoksyczna zwigzkéw z resztg kwasu 4-fluorobenzoesowego korelowata ze
wzrostem liczby atomow wegla w taiicuchu alifatycznym. W oparciu o wyliczone parametry
IC50 z kazdej grupy badanych pochodnych do dalszych badan wybrata po 6 zwigzkéw
najsilniej hamujacych wzrost komorek raka ptuc.

Dalsze badania dotyczyty wyjasnienia mechanizmu dziatania wybranych zwigzkdéw.
Analiza wptywu 6 wybranych pochodnych akrydyny na progresje cyklu komoérkowego i
proces apoptozy wykazata, ze zwigzki z resztg kwasu 4-fluorobenzoesowego hamowaty
wzrost komorek raka ptuc zaréwno w wyniku inhibicji cyklu komdrkowego w fazie GO/1 oraz
indukcji apoptozy zaleznej od kaspaz 3/7. Pochodne z resztg kwasu 6-
hydrazynonikotynowego powodowaty $mier¢ komorek raka ptuc w wyniku apoptozy,

natomiast nie miaty istotnego wptywu na hamowanie cyklu komoérkowego. Z tego wzgledu
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do dalszych oznaczen okreslajgcych molekularny mechanizm dziatania Doktorantka wybrata
4 zwigzki potgczone z resztg kwasu 4-filuorobenzoesowego. Stwierdzifa, ze badane zwigzki
indukowaty szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA poprzez autofosforylacje kinazy ATM,
ktora powodowata wczesng fosforylacje histonu H2A.X oraz aktywacje biatka p53. Badania
nad molekularnymi mechanizmami indukcji apoptozy wykazaty ponadto, ze badane zwigzki
powodowaty obnizenie potencjatu btony mitochondrialnej oraz zwiekszenie ekspres;ji
proapoptotycznego biatka Bax i obnizenie ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2,
wskazujgc na indukcje apoptozy poprzez aktywacje szlaku mitochondrialnego. Magister
Paulina Olszewska wykazata takie, ze pochodne cyklopentachinoliny z resztg kwasu 4-
fluorobenzoesowego hamowaty cykl komérkowy w fazie GO/1 poprzez wzrost ekspresji
inhibitora  kinazy cyklinozaleznej 2 (CDK2), biatka p21, natomiast pochodne
tetrahydroakrydyny nie wptywaty na ekspresje tego biatka. Pochodne z resztg kwasu 4-
fluorobenzoesowego powodowaty obnizenie aktywnosci CDK2, co w konsekwencji
przyczyniato sie do zahamowania przejscia komorek z fazy G1 do fazy S. Zwigzki te znaczgco
hamowaty migracje komdrek raka ptuc. Doktorantka wyselekcjonowata 2 pochodne
tetrahydroakrydyny i cyklopentachinoliny z resztg kwasu 4-fluorobenzoesowego zawierajgce
9 atomow wegla w fancuchu alifatycznym jako zwigzki, ktore najskuteczniej hamowaty
wzrost komorek raka ptuc w wyniku zahamowania cyklu komdrkowego oraz indukcji
apoptozy. Ponadto, wyniki przedstawione w Jej rozprawie doktorskiej wykazaty, ze reszta
kwasu 4-fluorobenzoesowego i dtugos¢ tancucha alifatycznego nasilajg wtasciwosci
przeciwnowotworowe pochodnych tetrahydroakrydyny i cyklopentachinoliny oraz
warunkujg mechanizm ich dziatania.

Podjete przez Doktorantke badania, jasne sformutowanie ich celu, zakresu i sposobu
przeprowadzenia doswiadczen uwazam za przemyslane i zasadne. Doswiadczalna czesc
pracy poprzedzona zostata wstepem, w ktorym Autorka opisuje zagadnienia zwigzane z
czescig eksperymentalng. Wiele miejsca poswiecita wprowadzeniu czytelnika w
charakterystyke pochodnych akrydyny i ich zastosowaniu w farmakoterapii. Cze$¢ rozprawy

dotyczgca  metodyki  badan zwraca uwage starannoscig i szczegdéfowym opisem.
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Zastosowane metody badawcze obejmujg nowoczesne techniki i s odpowiednio dobrane do
realizacji zaplanowanego celu badan. Wyniki oznaczen zostaty poddane analizie statystycznej
przy uzyciu testu t-Studenta. Literatura omawianych zagadnien zostafta starannie dobrana
tematycznie i w przewazajgcej czesci obejmuje prace opublikowane w ciggu ostatnich

dziesieciu lat.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska ma ogodlnie przyjety uktad. Liczy 135
stron maszynopisu. Obejmuje dziewie¢ rozdziatéw: czesc teoretyczna, zatozenia i cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, omowienie wynikow i dyskusja, wnioski, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, pismiennictwo oraz zatgczniki. Wyniki przeprowadzonych przez
Doktorantke badan przedstawione zostaty w postaci 38 rycin i 2 tabel. Stanowig one
staranng lustracje bardzo obszernej pracy wykonanej przez Doktorantke. Na podstawie
przeprowadzonych badan, Autorka sformutowata 10 wnioskdéw zobrazowanych schematem,
utatwiajgcym zrozumienie ztozonego mechanizmu dziatania badanych pochodnych akrydyny.
Na podkreslenie zastuguje bardzo staranie przygotowana szata graficzna i dopracowana
strona edytorska pracy.

Potwierdzeniem wysokiej wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej jest
opublikowanie wynikow badan w postaci 2 prac oryginalnych w czasopismach z listy
filadelfijskiej (European Journal of Pharmacology — IF 2,532 oraz Biomedicine and
Pharmacotherapy — IF 2,023), w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem.

Lektura rozprawy nasuwa kilka uwag:

1. Niektére uzyte sformutowania np. ,medium” (str. 48) sg zapozyczeniami z jezyka
angielskiego.

2. Okreslenia ,komorki zdrowe” (str. 53), ,aktywno$¢ przeciwnowotworowg” (str. 62) w
aspekcie oceny morfologii komdérek sg nieuzasadnione. W punkcie 4.5. Autorka ocenia
migracje komorek, natomiast w opisie oznaczenia stosuje zamiennie z ,migracjg
komadrek” okredlenia ,zarastanie rany”, ,zmniejszanie powierzchni rany”, co jest

niepoprawne.
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3. Punkt 1 Wnioskow dotyczy analizy wtasciwosci cytotoksycznych a nie wfasciwosci
przeciwnowotworowych badanych pochodnych.

4. Tytut panelu trzeciego rozdziatu Whnioski: ,,Wptyw 4 wyselekcjonowanych zwigzkow na
mechanizm dziatania” jest nietrafny dotyczy bowiem opisu proponowanego mechanizmu
dziatania badanych zwigzkow.

Podsumowujgc chciatbym podkresli¢, ze powyzisze uwagi dotyczg gtownie zagadnien

interpretacyjnych i nie obnizajg wartosci merytorycznej wykonanej pracy.

Rozprawe doktorskg mgr Pauliny Olszewskiej oceniam bardzo pozytywnie. Uwazam,
ze zrealizowata ona zatozone cele badawcze, a przedstawiona mi do oceny praca odpowiada
warunkom stawianym na stopien doktora nauk farmaceutycznych. W zwigzku z powyzszym,
zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w
todzi z wnioskiem o dopuszczenie magister Pauliny Olszewskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Z uwagi na powyzsze wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Pauliny

Olszewskiej.
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