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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ
Pt.: ” Ocena komponentu przeciwnowotworowego akrydyny w ukladach zawierajacych kwas
jodobenzoesowy” wykonanej przez mgr Malgorzate Girek w  Zakladzie Chemii
Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.

Przedmiotem badan stanowiacych tre$¢ niniejszej pracy doktorskiej byla ocena
komponentu przeciwnowotworowego w nowych pochodnych tetrahydroakrydyny
zawierajacych kwas jodobenzoesowy oraz zbadanie ich cytotoksycznosci, mechanizmu
dziatania przeciwnowotworowego 1 wiasciwosci antyoksydacyjnych na komorkach
niedrobnokomérkowego raka ptuc i raka jelita grubego.

Podjecie tego zagadnienia jest szczeglnie wazne i zasadne gdyz zaréwno rak pluc jak i jelita
grubego sg chorobami o ztych rokowaniach i znajdujg sie w $cistej czotéwce nowotworéw pod
wzgledem zaréwno zapadalnosci jak i $miertelnosci. Wspolezesna wiedza na temat przyczyn
powstawania tych nowotworéw oraz samej biologii komorki jest nadal stabo poznana co
przyczynia si¢ do problemow diagnostycznych jak i terapeutycznych. Obecnie skutecznos¢
terapii przeciwnowotworowej w duzej mierze zalezy do stadium choroby, w ktérym podejmuje
si¢ leczenie omawianych nowotworéw. Zazwyczaj stanowi ono leczenie chirurgiczne,
radioterapie a nastepnie chemioterapie, ktéra niestety nadal wykazuje niewystarczajaca
skutecznos$¢. W nowoczesnej chemioterapii, stosowane zwigzki powinny charakteryzowac sie
ukierunkowana molekularnie terapig celowana, wywotujaca selektywng indukcja apoptozy w
komorkach nowotworowych, jednoczesnie bedac bezpieczng dla komoérek prawidtowych oraz
charakteryzujaca si¢ korzystnym profilem farmakokinetycznym.

Obiecujacym kierunkiem terapii wykorzystujacym indukcje apoptozy w komorkach
nowotworowych jest =zastosowanie pochodnych akrydyny. W Katedrze Chemii

Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w L.odzi zsyntetyzowano po raz pierwszy nowe



pochodne tetrahydroakrydyny (1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoakrydyny). Syntezy tych zwiazkéw
zostaly opisane przez dr hab. Roberta Skibinskiego w renomowanym czasopi$mie o zasiggu
miedzynarodowym ,,Chemical Biology & Drug Design”. Nastepnie na podstawie
przeprowadzonych wczesniej przez prof. dr hab. n. farm. Pawla Szymanskiego badan
biodystrybucji innych grup pochodnych cyklopentachinoliny, ktére rowniez zostaty
opublikowane w wysoko punktowanym czasopi$mie ,International Journal of Molecular
Sciences”, wykazano, ze zwigzki te gromadzg si¢ gléwnie w plucach i jelitach szczurow,
posiadajac duze powinowactwo do tych tkanek. Obiecujace wyniki badan staty si¢ podstawa
do kontynuowania prac nad grupami pochodnych tetrahydroakrydyny w zakresie ich dzialania

cytotoksycznego na komorki nowotwordw pluc i jelit.

Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za wazne z punktu
widzenia metodologicznego, a takze potencjalnie terapeutycznego. Doktorantka wykorzystata
doswiadczenie wlasne oraz znakomitego zespotu badawczego, w ktorym pracowata, ktorego
potencjal poznawczy i publikacyjny jest na poziomie $wiatowym, co stanowi gwarancj¢ doboru
prawidtowej metodologii badan, wiarygodnosci uzyskanych wynikow oraz prawidlowosci
wyciagnigtych wnioskéw. Wykorzystala rowniez aktualng wiedze z zakresu biologii
molekularnej, biologii nowotwordw szczegdlnie w aspekcie apoptozy. Swiadczy o tym bogata
literatura dotyczaca tych zagadnien, zamieszczona w pismiennictwie rozprawy doktorskiej, na
podstawie ktérej Doktorantka opracowala syntetyczny wstgp, w ktérym wprowadza czytelnika
w temat podjetej rozprawy. Zawiera on informacj¢ o omawianych zagadnieniach, ktore zostaly

poparte aktualnym i poprawnie dobranym pismiennictwem.

We wstepie Doktorantka przedstawia epidemiologig, patogeneze oraz terapi¢ zarowno
nowotworéw pluc jak i jelita grubego. Opisujac metody leczenia nowotwordéw, sporo miejsca
poswiecajagc chemioterapii, ktora niestety nie przynosi zadowalajgcych efektow i ciagle
wymaga poszukiwania nowych rozwigzan. Jedng z zaproponowanych przez Autorke substancji
0 potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym sg pochodne akrydyny. Opisuje
dotychczasowa wiedze na temat wykorzystania tych substancji w terapii nowotworéw oraz
wyjas’,niaAudziat i molekularny mechanizm dziatania pochodnych akrydyny w tym obszarze.
Przybliza czytelnikowi wiedze na temat cyklu komorkowego oraz apoptozy, opisujgc ich
molekulary przebieg skupiajgc sie na rodzinach bialek zaangazowanych w te procesy. Majac
rowniez na wzgledzie badanie nowych pochodnych, Autorka opisuje niezbedne parametry

ADMET jakie musi spenia¢ substancja aktywna aby mogta zosta¢ wykorzystana w terapii.



Doktorantka podjeta badania, ktorych celem byla ocena komponentu
przeciwnowotworowego jakim jest podstawnik jodobenzoesowy w dziewigciu nowych
pochodnych tetrahydroakrydyny na komoérkach niedrobnokomorkowego raka pluc i jelita
grubego,  poprzez  zbadanie ich  cytotoksycznosci,  mechanizmu  dziatania
przeciwnowotworowego oraz wlasciwosci przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych.

W swoich badaniach wykazata, iz prawie wszystkie zwiazki maja dobre profile
farmakokinetyczne i potencjalnie dobra biodostgpnos¢ po podaniu doustnym. Jednakze w
zwigzkach le-1i nalezy rozwazyc¢ dozylna droge podania badanych substancji.

Wszystkie zwiazki wykazywaly wysoka aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do badanych
linii komoérek nowotworowych i byly bardziej toksyczne niz zwigzki referencyjne, klasyczne
chemioterapeutyki stosowane obecnie w terapii tych nowotworéw. Zjawisko to dotyczy
szczegoOlnie linii komérkowej A549 (niedrobnokomoérkowego rak phuc), dla ktorej wartosci
IC50 byly wyzsze niz dla komdrek HT-29, co wskazuje, ze komorki gruczolakoraka jelita
grubego byly bardziej wrazliwe na pochodne tetrahydroakrydyny niz komorki
niedrobnokomorkowego raka pluc. Autorka wskazata wyrazne zalezno$é¢ dziatania od budowy.
Wykazala, ze pozycja jodu w pozycji para 1 dluzszy tancuch alifatyczny (3-4 atomy wegla)
posiada najsilniejszy efekt cytotoksyczny. Ponadto, grupa zwiazkéw z jodem w pozycji para
miala silniejsze dzialanie cytotoksyczne niz zwiazki z grup orto i meta. Sposrod wszystkich
badanych pochodnych, zwigzek 1i (jod w pozycji para i 4 atomy wegla w tancuchu
alifatycznym) byl najbardziej toksyczny w stosunku do obu linii komoérkowych, bardziej niz
leki referencyjne stosowane w konwencjonalnej terapii.

Badane przez Autorke zwiagzki wykazywaly roéwniez dziatanie przeciwzapalne, jednakze nie na
tyle znaczace aby miato to znaczenie terapeutyczne.

Z badan Doktorantki wynika, iz mechanizm dziatania wyselekcjonowanych zwiazkow (1b, le,
11 — najbardziej cytotoksycznych wobec linii A549 i lc, le, 1i — najbardziej cytotoksycznych
wobec linii HT-29) polegal na hamowaniu cyklu komoérkowego w fazie GO/G1 oraz silnie
indukowaty proces apoptozy. Badane substancje wywolywaty wczesng apoptoze w komorkach
HT-29, a proces poznej apoptozy w komdrkach A549. Molekularny mechanizm tych proceséw
byl zwigzany z aktywacja kaspaz czego dowodem jest aktywacja biatka PARP-1. Dodatkowymi
elementami wspomagajacymi aktywacje procesu apoptozy bylo uszkodzenie DNA na drodze
indukcji DSB, obserwowane jako fosforylacja histonu H2AX oraz indukcja stresu
oksydacyjnego.

Bardzo cenny jest fakt, iz Doktorantka na podstawie wynikow badan wyselekcjonowata

najbardziej obiecujacych zwigzki o potencjalnym znaczeniu w farmakoterapii i tak:



3. PARP jest substratem kaspaz, ale jest to jedna z drog jego degradacji — dlatego tez
w celu ustalenia szlaku aktywacji apoptozy stosowniej byloby zbadaé ekspresje
kaspaz 9, 8 oraz 3.

4. Podobnie, hamowanie aktywnosci hialuronidazy réwniez nie jest specyficznym
markerem dzialania przeciwzapalnego. Stosowniej bytoby sprawdzi¢ ekspresje np.
COX-2 lub NFkB.

5. Wiodaca metoda badania cytotoksycznosci w pracy wydaje si¢ by¢ test MTT,
jednakze Autorka wykonala szereg badan z wykorzystaniem cystometrii
przeplywowej, ktora daje zdecydowanie bardziej precyzyjne wyniki oraz wigksze
mozliwosci.

6. We wnioskach przy poszczegdlnych zwigzkach sugestie, iz moga one sta¢ sig¢ lekami
sg troche na wyrost. Od badan podstawowych do wdrozenia substancji jako leku
wymaga sie licznych badaf farmakologicznych, toksykologicznych i 4 faz badan
klinicznych.

7. Wstep pracy zostal napisany poprawnie aczkolwiek chaotycznie i ze spora ilosciag
drobnych bledéw zaréwno jezykowych, stylistycznych jak 1 merytorycznych.
Nalezy pamieta¢ iz IC50 i EC50 nie zawsze sa tozsame i maja jednakowe wartosci,
natomiast znaczenie kliniczne, a nie jak pisze Autorka zastosowanie kliniczne, maja
leki ktérych stopien wigzania z biatkami krwi jest wigkszy niz 80% - chociazby ze
wzgledu na potencjalne interakcje.

Powyzsze pytania nie majg charakteru uwag krytycznych, moga natomiast stanowic
inspiracje do doskonalenia warsztatu badawczego oraz dyskusji nad potencjalnym
wykorzystaniem wynikow badan w eksperymentalnej terapii choréb nowotworowych.

Reasumujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Girek jest praca
warto$ciows, poprawnie przygotowang warsztatowo i wnosi elementy poznawcze w zakresie
wiedzy o wlasciwosciach przeciwnowotworowych nowych pochodnych tetrahydroakrydyny
zawierajacych kwas jodobenzoesowy.

Upowaznia mnie to do wystgpienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Malgorzaty Girek

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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