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Ocena pracy doktorskiej pt.:

OCENA KOMPONENTU PRZECIWNOWOTWOROWEGO AKRYDYNY

W UKLADACH ZAWIERAJACYCH KWAS JODOBENZOESOWY

wykonanej przez

mgr Matgorzate Girek

w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji
Katedry Chemii Farmaceutycznej

Wydziatu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego w todzi

Powstawanie i progresja zmian nowotworowych uzaleznione
s od wielu czynnikéw, do ktérych zaliczyé mozna i/ nagromadzenie
zmian genetycznych powstatych w wyniku nadekspresji badz mutacji
protoonkogendw, a takze utraty lub zmiany genéw supresorowych,
oraz ii/ zdolnos¢ komérek nowotworowych do unikania $mierci, czyli
apoptozy. Apoptoza jako programowana $mier¢ komérki odgrywa
fundamentalng role w rozwoju wielu typéw nowotworéw, w tym
takze raka ptuc i raka jelita grubego. Proces apoptozy realizowany
jest na drodze dwéch szlakéw: zewnetrznego, ktory bezposrednio
zwigzany jest z aktywacja receptoréw $mierci, oraz wewnetrznego,
nazywanego rowniez programem mitochondrialnym - stanowigcym
jedng z gtéwnych barier przeciwnowotworowych, poniewaz
nieprawidtowosci w jego funkcjonowaniu prowadza do namnazania
sie, przedtuzenia zywotnosci i utrwalenia zmian genetycznych

wadliwych komérek.
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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Girek zostata
wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. n. farm. Pawta Szymanskiego oraz dr n. med.
Barttomieja Grobelskiego, petnigcego funkcje promotora pomocniczego. Praca jest
ambitng préba oceny przeciwnowotworowych wtadciwoéci nowych pochodnych
tetrahydroakrydyny zawierajgcych komponent jodobenzoesowy.

Opracowywanie nowego leku to dtugotrwaty proces, w ktérym gtéwnym
zatozeniem jest bezpieczenstwo pacjentéw. Wiadomo, ze od momentu sformutowania
obiecujacej hipotezy w laboratorium badawczym do uzyskania zatwierdzenia gotowego
produktu leczniczego przez Urzad ds. Rejestracji moze uptynaé nawet kilkanascie lat.
Nalezy miec rowniez Swiadomos¢, ze badania prowadzone z wykorzystaniem kilku tysiecy
substancji zaowocujg opracowaniem jednego zwigzku chemicznego, ktéry bedzie mozna
dopusci¢ do etapu badan, w ktérym beda uczestniczyé pacjenci.

W zwigzku z powyzszym, problematyka podjeta przez Doktorantke, majaca na celu
poszukiwanie nowych pochodnych akrydyny w aspekcie ich potencjalnego
terapeutycznego zastosowania wydaje sie by¢ niezwykle istotna. Przedstawiona do
recenzji praca doktorska mgr Matgorzaty Girek jest jednotomowym opracowaniem,
zawierajagcym 123 strony tekstu wraz z 30 rycinami (gtéwnie wykresami) i tabelami
w liczbie 10. Praca ma klasyczny uktad i zawiera rozdziaty: Wprowadzenie, Cel pracy,
Materiat i metody, Wyniki, Oméwienie i dyskusja wynikéw, Wnioski, Pismiennictwo oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Z uwagi na duza liczbe przeprowadzonych
analiz, spis tresci jest bardzo rozbudowany i zawiera sie na az 3 stronach. Dodatkowo
w pracy zamieszczono wykaz skrotéw stosowanych w tekscie pracy, znaczaco utatwiajacy
jej lekture. W tym miejscu chciatabym zwroci¢ uwage, iz:

i/ wzory sumaryczne wraz z towarzyszacymi im nazwami zwigzkéw chemicznych: HCl,
NaCl, NaOH, CHsCOOH, CHsCOONa, H:0: oraz NaH:POs - nie powinny by¢
zamieszczone w wykazie skrotow.

i/ w przysztych badaniach proponuje rozwazyé wprowadzenie, w odniesieniu do
przezywalnosci komoérek skrotu - ECso (ang. half maximal effective concentration) -
jako stezenia powodujacego obnizenie przezywalnosci o 50% w odniesieniu do
kontroli; skrét ICso (ang. half-maximal inhibitory concentration) — pozostawiajac jako
adekwatny do wyrazania stezenia hamujacego dziatanie np. enzymoéw.
Uwzglednienie dwéch skrétédw (ECso i 1Cso) pozwoli na czytelng interpretacje
uzyskanych wynikow badan.



Slaski
Py mn Uniwersytet Medyczny
\/ U 4 w Katowicach

Tytut rozprawy doktorskiej zostat jasno sformutowany. Wybér tematu pracy
doktorskiej uwazam za trafny, zgodny z kierunkiem wspétczesnych badan naukowych
i aktualnym stanem wiedzy. Punktem wyjécia do sformutowania celu pracy byty
wczeéniejsze prace badawcze zrealizowane w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktérych efektem byta synteza dziewieciu nowych
pochodnych tetrahydroakrydyny (1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoakrydyny).

We wstepie Doktorantka wiele miejsca poswiecita wprowadzeniu czytelnika w wiedze
na temat: i/ epidemiologii, czynnikdéw ryzyka oraz terapii niedrobnokomérkowego
nowotworu ptuc i gruczolakoraka jelita grubego, ii/ pochodnych akrydyny wykazujacych
dziatanie biologiczne oraz iii/ parametrow istotnych podczas projektowania nowych
lekéw, jak rowniez zagadnieniom dotyczacym: i/ stresu oksydacyjnego, ii/ cyklu
komérkowego oraz iii/ apoptozy.

Szczegdtowy opis zastosowanych metod badawczych zostat zamieszczony
w rozdziale Materiaty i metody. Rozdziat ten zakonczony jest informacja na temat
zastosowanych w pracy metod analizy statystycznej niezbednych do oceny uzyskanych
wynikow. Przedstawione metody s3 co do =zasady aktualne i adekwatne do
rozwigzywanych problemoéw naukowych i w zdecydowanej wiekszoéci nie budza zadnych
watpliwosci. Pojawito sie jednak kilka zagadnied, ktére w mojej opinii wymagaja
wyjasnienia lub przedyskutowania:

A. w aspekcie celu pracy, dotyczacego bezposrednio raka ptuc i raka jelita grubego,
prosze o wyjasnienie i umotywowanie:

i/ w jakim celu do badan zostata wykorzystana linia komérkowa SH-SY5Y ludzkiego
nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma) bedaca ztosliwym nowotworem
wspotczulnego uktadu nerwowego, zaliczanym sie do grupy nowotworéw wieku
dzieciecego i bedacego jednym =z czeiciej wystepujacych nowotworéw
wspédtczulnego uktadu nerwowego u dzieci i jednoczesnie najczestszym nowotworem
diagnozowanym u niemowlat?

i/ dlaczego opornos¢ na cisplatyne badanych zwigzkéw byta analizowana
z wykorzystaniem linii komérkowej nowotworu pecherza moczowego - 253J B-V?

W tym miejscu, korzystajac z przywileju recenzenta, pozwole sobie na uwage,
iz wykorzystanie linii komérkowej (hybrydy) srédbtonka zyty pepowinowej - EA.hy926 -
wyjasniono dopiero na etapie omoéwienia wynikéw, a moim zdaniem takie uzasadnienie
powinno pojawiC sie na etapie opisu zaprojektowanego panelu eksperymentalnego
przedstawionego w celu pracy, tak aby nie byto najmniejszych watpliwoéci podjetych
przez Doktorantke badan czastkowych.
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B. w aspekcie przeprowadzonej analizy statystycznej prosze o uéciélenie:
i/ jakitest post-hoc zastosowano po uprzednim przeprowadzeniu analizy wariancji?
C. waspekcie przeprowadzonych badan prosze o wyjasnienie:

i/ w jakim celu przezywalno$¢ linii komérkowych A549 i HT-29 przeprowadzono
za pomocg dwdch testow: z uzyciem sondy MTT oraz testu klonogennego. Jakie
sq podstawowe rdznice w zasadzie dziatania omawianych testéw i czy omawiane
testy sa kompatybilne czy raczej maja charakter uzupetniajacy?

W celu pracy nie uwzgledniono ponadto wykonania niezwykle cennych
i interesujgcych badan in silico nowych pochodnych tetrahydroakrydyny zestawionych
w tabeli 2.

Sformutowanie powyzszych uwag i pytan wynika jedynie z przywileju recenzenta,
z ktérego skorzystatam, i w zadnym wypadku nie maja charakteru uwag krytycznych.
Powyzsze pytania moga natomiast stanowi¢ inspiracje do doskonalenia warsztatu
badawczego oraz interesujacy przedmiot dyskusji na polu naukowo-akademickim.

Uzyskane wyniki badar zostaty poprawnie zredagowane i udokumentowane na
szczegotowo opisanych rycinach. W tej czeéci Autorka dokonuje i/ zasadniczego
omoéwienia wynikow jak rowniez ii/ wysuwa po kazdym cyklu badan wnioski czastkowe.
W rozdziale - Oméwienie wynikéw i dyskusja - Autorka dokonata interpretacji uzyskanych
wynikéw badan oraz skonfrontowata wyniki wtasne z hipotezami i badaniami
przedstawionymi w adekwatnej literaturze przedmiotu. Przeprowadzone badania
pozwolity na sformutowanie uzasadnionych wnioskéw, wnoszacych nowe istotne
informacje do aktualnego stanu wiedzy. Z catym przekonaniem stwierdzam, iz rozdziat
dotyczacy dyskusji wynikéw stanowi najmocniejszg cze$¢ pracy doktorskiej mgr farm.
Matgorzaty Girek, i pozwala na docenienie umiejetnosci krytycznej oceny otrzymanych
wynikéw badan i interpretacje wynikéw w przestrzeni przyczynowo-skutkowe;.

W mojej opinii najistotniejszymi efektami prowadzonych badan byto:

i/ wykazanie, iz potozenie jodu w podstawniku w pozycji para oraz dtuzszy taricuch
alifatyczny zwiekszajg cytotoksycznosé badanych zwigzkéw;

i/ wskazanie na podstawie przeprowadzonych paneli eksperymentalnych trzech
najbardziej obiecujgcych w terapii nowotworéw ptuc, jelita grubego i pecherza
moczowego pochodnych tetrahydroakrydyny (1c, 1F, 1i) - jako zwiazkéw chemicznych

o potencjalnym znaczeniu w medycynie i fFarmacji.
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Cytowane przez Doktorantke 181 pozycji pismiennictwa naukowego odzwierciedla
stan wiedzy w obrebie omawianego tematu - 69/181 pozycji, co stanowi ok. 38%
wszystkich danych literaturowych - to doniesienia naukowe z ostatnich 10 lat, a spoéréd
nich 33/69 pozycji (48%) to prace opublikowane w ciagu ostatnich 5 lat, co wskazuje na
istotno$¢ podjetego przez Doktorantke problemu naukowo-medyczno-spotecznego.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki s3 oryginalne i zaprezentowane w rzetelny
spos6b. Autorka postuguje sie fachowym stownictwem, co $wiadczy o dobrej orientacji
w badanej dziedzinie. Niestety z obowiazku recenzenta z przykroscia musze stwierdzic,
iz styl sFormutowan niejednokrotnie mimo tego, iz jest uzasadniony naukowo, nie jest
napisany poprawnie z uwzglednieniem zasad gramatyki i stylu jezyka polskiego.

Reasumujac, przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Girek
wpisuje sie¢ w niezwykle istotny zaréwno z punktu widzenia naukowego, medycznego,
ekonomicznego, jak i spotecznego nurt badan poswigconych poszukiwaniu potencjalnych
rozwigzan terapeutycznych w przebiegu choréb nowotworowych. Pragne podkreélic,
ze przedtozona przez Doktorantke dysertacja, z uwagi na zaprezentowany poziom
naukowy i wartosci poznawcze oraz poparcie wysunietych wnioskéw obszernym
materiatem eksperymentalnym w petni odpowiada wymogom ustawowym stawianym
rozprawom doktorskim. Zakres naukowy omawianych zagadnien zostat przedstawiony
wyczerpujaco, w oparciu o adekwatne pozycje literaturowe. O wartoéci wykonanych
badan $wiadczy opublikowanie czesci wynikéw w postaci oryginalnego artykutu, w ktérym
Doktorantka jest pierwszym autorem, w czasopiémie posiadajacym znaczacy
wspotczynnik oddziatywania Impact Factor.

W zwigzku z powyzszym, z petnym przekonaniem przedktadam Wysokiej Radzie
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi, wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Matgorzaty Girek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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