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Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Danuty Drozdowskiej

Nowotwory sg bardzo czesta przyczyng zgonéw w Polsce. Rak gruczotu piersiowego
stanowi jeden z giéwnych probleméw zdrowotnych. Jest jednym z najgrozniejszych
nowotworéw. Wazna jest wezesna diagnoza, profilaktyka, ale tez bardzo wazne w przypadku
zachorowania jest trwale wyleczenie. Pomimo rosngcej ilosci trwatych wyleczen, przy
jednoczesnie rosngcej zapadalnosci na raka sutka, ciggle istnieje potrzeba poszukiwania
nowych skutecznych lekéw bez ryzyka nawrotu choroby. Chemioterapia odgrywa wazng role
w leczeniu nowotworéw. Wérdéd wielu stosowanych lekow spotyka si¢ tez mato skuteczne,
o dziataniach niepozadanych, dlatego tez badania nad poszukiwaniem nowych lekéw
przeciwnowotworowych sa wyzwaniem dla naukowcow.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej magister Jakub Szerszenowicz podjat
niezwykle wazne z teoretycznego ale i praktycznego punktu widzenia, poszukiwania nowych
lekéw przeciwnowotworowych, modyfikujac strukture netropsyny. Synteza i badanie
aktywnosci biologicznej nieznanych dotychczas analogéw netropsyny jest interesujgcym
zagadnieniem, gdyz stosunkowo prosta struktura zwigzku, w polgczeniu z szeroka
aktywnoscig biologiczng daje szanse na znalezienie czasteczki dzialajacej skutecznie
Przeciwnowotworowo.

W omawianej pracy Doktorant dla zsyntetyzowanych przez siebie zwiazkoéw okreslit
aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec dwdch standardowych linii komoérkowych raka piersi
i zdrowych komorek nabtonka gruczotu piersiowego.

Rozprawa doktorska mgr Jakuba Szerszenowicza ma uklad typowy, zawiera 126 stron,
sktada si¢ z 12 rozdzialow, w kolejnosci: cel pracy, wstep, przeglad literatury, badania
wlasne, czgs¢ eksperymentalna, wyniki i ich dyskusja, wnioski, streszczenie (roéwniez

w jezyku angielskim), atlas 48 widm '"H NMR i °C, spis literatury oraz aneks zawierajacy



trzy tabele prezentujace przezywalno$¢ badanych komorek raka piersi i komoérek zdrowych.
Calos¢ uzupetniona jest 46 rysunkami, 7 tabelami i 2 zdjgciami. Autor w pracy cytuje 147
pozycji pismiennictwa, w wigekszosci z ostatnich lat.

Doktorant jasno sprecyzowat cel pracy. Opracowat plan jego realizacji, obejmujacy dwie
czgdei: syntetyczng, dotyczaca otrzymywania pochodnych netropsyny wg znanych procedur,
oraz czg$¢ biologiczng dotyczacg badania aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych
zwigzkow.

We wstepie pracy Doktorant wskazal na celowos¢ podjecia badan wg przyjetego planu,
wykorzystujac  jako modelowa czasteczke netropsyny. Netropsyna jest naturalnym
oligopeptydem charakteryzujacym si¢ aktywnoscig przeciwbakteryjna, pr.zeciwgrzybicza,,
przeciwwirusowa i cytostatyczna. Jednak ze wzgledu na duzg toksyczno$é, réwniez wobec
komorek zdrowych, nie znalazta ona zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych.

Wiadomo, ze nawet niewielka zmiana struktury czasteczki moze powodowaé istotne
zmiany w aktywnosci biologicznej. Majac to na uwadze, Doktorant zaprojektowat biblioteke
16 analogdw netropsyny i 8 analogdw bis-netropsyny, oczekujgc otrzymania struktur
o aktywnosci przeciwnowotworowej. Jednym z kierunkéw modyfikacji struktury zwigzkow
modelowych jest zastgpienie pierscieni pirolowych benzenowymi, co ulatwia synteze
i pozwala uzyska¢ z wigksza wydajnoscig trwalsze, korzystnej dziatajace produkty niz
netropsyna. Zainspirowalo to Doktoranta do podjecia badan nad nowymi analogami
netropsyny.

W czgsci literaturowej Doktorant omowit dokladnie przestrzenng budowe czgsteczki
netropsyny, opis wzbogacit kolorowa ilustracja. Dokonal starannego przegladu literatury
(od 1951 roku) dotyczacego aktywnosci biologicznej netropsyny. Przedstawit aktualny stan
wiedzy o mechanizmie oddziatywania netropsyny z DNA. W tej czesci pracy
scharakteryzowal znane analogi netropsyny, mianowicie leksitropsyny, kombileksyny, bis-
netropsyny oraz poznane w ostatnich latach proximycyny, pochodne antrapirazolowe,
pochodne pirolomocznika i pirolokarbonylomocznika, leksitropsyny antracenoizoksazolowe,
izonetropsyny, tiazotropsyny. Autor dokonat analizy opisanej struktury 45 zwigzkow, wskazat
na réznice w ich budowie i aktywnosci biologicznej w tym przeciwnowotworowej. Sporo
miejsca poswiecil na omodwienie zaleznosci pomiedzy strukturg analogdéw netropsyny
a ich aktywnoscia biologiczna.

Wysoko oceniam wyczerpujace omowienie opisanych w literaturze efektow badan nad

modyfikacja struktur netropsyny, $wiadczgce o dobrym rozeznaniu tematu pracy.



Szkoda, ze tej czeSci pracy nie zakonczyl Autor tabelg pokazujaca struktury
omawianych zwigzkéw i ich aktywno$é biologiczna. Ulatwiloby to czytelnikowi $ledzenie
tych zaleznosci.

Doktorant wskazal na zalety znanej od 1963, metody Merrifielda syntezy peptydow
na fazie stalej, ktéra wykorzystal w swoich badaniach. Wyjasnil tez znaczenie apoptozy
i nekrozy w etiologii wielu choréb m.in. nowotworowych i poszukiwaniu nowych
modyfikacji lekow.

Zasadnicza czgscig pracy jest rozdziat ,Badania wiasne”. Doktorant przedstawit zwiezly
ale bardzo czytelny opis 6 etapéw syntezy analogdéw netropsyny i bis—netrppsyny, metody
badania ich czystosci i potwierdzania  struktury oraz  badan aktywnosci
przeciwnowotworowej. Dodatkowo sposéb postepowania zaprezentowal na schemacie
ogolnym, za§ w tabeli 1 i 2 przedstawil struktury substratéw i 24 docelowych produktéw.
Strukturg tych zwigzkéw potwierdzil metoda spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego protondéw i jader izotopu wegla *C.

Syntezy zwiazkéw wykonywal w sposob rownolegly, metoda potautomatyczng
w reaktorze SYNCORE na podtozu z zywicy Wanga.

Pozytywnie oceniam sposéb syntezy i cykl zaplanowanych przez Doktoranta reakcji. Reaktor
Syncore zapewnia stale, jednolite warunki reakcji, umozliwia kontrolowanie parametrow
i wykonywanie poszczegdlnych operacji jednoczesnie dla wszystkich prowadzonych reakcji.

Do oceny oddziatywania zsyntetyzowanych pochodnych netropsyny i bis-netropsyny
z DNA (plazmid pBR322) Doktorant wykorzystal metode fluorescencyjng. W badaniu tym
ocenit zmiang fluorescencji kompleksu interkalujgcego bromku etydyny z DNA po inkubacji
z zsyntetyzowanymi zwigzkami. Zwigzki oddziatujac z DNA wypierajg interkalator
z kompleksu i powodujg zmniejszenie fluorescencji. Fluorescencj¢ mierzono za pomoca
spektrofotometru UV-VIS Tecan Infinite M200, przy dhugosci fali wzbudzenia 546 nm oraz
diugosci fali emisji 595 nm. Otrzymane wartosci postuzyly do obliczenia stopnia wygaszania
fluorescencji przez badane zwigzki.

Badanie aktywno$ci przeciwnowotworowej in vitro otrzymanych zwiazkéw, Autor
zaplanowal z wykorzystaniem znanych, szeroko stosowanych w celach scriningowych, linii
komoérkowych raka piersi MCF-7, MDA-MB-231 i zdrowych komérek gruczotu piersiowego
MCF-10A. Pomiar przezywalnosci komoérek wykonano metoda cytometrii przeptywowej przy
zastosowaniu testu z Aneksyna-V-Fluos i jodkiem propidyny. Wyniki potwierdzono metoda
mikroskopowa stosujac barwienie wg Wright-Giemsa z zastosowaniem testu Fischer Leuko

Stat Kit. Do obliczania st¢zen zwiazkow, przy ktorych przezywa potowa komoérek, zaréwno



na drodze apoptozy jak i nekrozy, czyli wartosci ICso, zastosowat funkcje zapisang
w programie Excel Office firmy Microsoft.

Z przekonaniem moge pochwali¢ réwniez strukture zaplanowanych badan biologicznych
1 wybér metod okreslania aktywnosci przeciwnowotworowej. Prawidtowo dobrane metody
i dokfadne ich oméwienie $wiadcza o dobrej znajomosci procedur poszukiwania lekéw
przeciwnowotworowych.

W czgdci eksperymentalnej pracy na podkreslenie zashuguja przejrzyste schematy syntezy
zwigzkéw bibliotek 1-6. Pozwalajg one czytelnikowi $ledzié¢ kolejne etapy przeksztalcania
substratéw poprzez pétprodukty do docelowych analogéw netropsyny i bis-netropsyny.
Doktorant jako substraty wykorzystal aromatyczne nitroaminy, zawierajace pierscien
pirydyny, pirymidyny, tiazolu, benzenu, ktére grupa aminowa wiazaty si¢ z Zywica Wanga.
Grupg nitrowg poddawat kolejnym reakcjom redukeji i acylowania, w wyniku czego otrzymat
12 nowych pochodnych netropsyny zawierajacych w strukturze 2 pierscienie aromatyczne
(+1 benzenowy), 4 pochodne zawierajace w strukturze 3 pierscienie aromatyczne
(+2 benzenowe) i 8 nowych pochodnych bis-netropsyny z 4 pierscieniami aromatycznymi
(+2 benzenowe).

Substraty stanowia terminalny fragment czasteczek nowych pochodnych netropsyny, zas
drugi koniec stanowig fragmenty N,N-dimetylobutyloamidowy, 4-chlorobutyloamidowy,
3-bromoakryloamidowy i chlorambucylu. Doktorant podat dokladne przepisy wykonania
poszczegblnych syntez, wydajnosci z jakimi otrzymywat produkty, dla kazdego zwiazku
podat wartosci wspétezynnika Ry w analizie TLC i zinterpretowal widma 'H NMR i “C
potwierdzajace strukture. Wykonane syntezy doprowadzily do otrzymania zaplanowanych
i oczekiwanych produktéw. Sg to nowe dotychczas nieopisane zwigzki chemiczne.

W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie czy Doktorant prébowal zmieniaé parametry
syntez aby otrzymywaé zwigzki z wyzsza wydajnoscia? Czy wykonal, dla poréwnania,
syntezg chociaz jednego zwigzku klasyczna metoda laboratoryjng?

Czgs¢ eksperymentalna zawiera rdwniez opis badan biologicznych. Autor w sposéb jasny
i zrozumialy opisal wyniki tych badan, dodatkowo prezentujgc je w 4 tabelach i na 14
wykresach.

Na podstawie stopnia wygaszania fluorescencji, wykazal, ze niektére sposréd
zsyntetyzowanych zwiazkow wigzg si¢ silniej z DNA (plazmid pBR322) niz netropsyna.
Najaktywniejsze pochodne to te, zawierajace w strukturze dwa pierscienie benzenowe

i fragment chlorambucylu oraz analogi bis-netropsyny z pentametylenowym tanicuchem.



Poréwnujgc wartosci ICso Doktorant wyselekcjonowal najbardziej aktywna wobec
komorek raka sutka MCF-7 pochodna netropsyny z dwoma pierscieniami benzenowymi
1 terminalnym fragmentem chlorambucylu. Najmniej aktywne okazaly si¢ pochodne bis-
netropsyny z tetrametylenowym tancuchem.

Wobec estrogenoniezaleznych komérek nowotworowych MDA-MB-231 wszystkie
zsyntetyzowane zwiazki byly bardziej aktywne od netropsyny, w tym najskuteczniejsze
okazaly si¢ zwiazki zawierajgce terminalny fragment 3-bromoakryloamidowy, a najstabiej
dziataty pochodne bis-netropsyny z pentametylenowym tancuchem.

Niestety, zsyntetyzowane analogi netropsyny i bis-netropsyny hamqwa%y réwniez
proliferacje zdrowych komérek gruczotu piersiowego MCF-10A.

Wszystkie badane zwigzki wraz ze wzrostem stezenia dziataly silniej zaréwno na
nowotworowe jak i zdrowe komorki.

Zsyntetyzowane zwigzki, o zatozonej a priori strukturze, spehity oczekiwania Doktoranta.
Jednak ich aktywnos¢ biologiczna jest niezadowalajaca aby mogly znalezé zastosowanie
w farmakoterapii. Uzyskane wyniki niewatpliwie wzbogacaja dotychczasowa wiedze
o aktywnosci biologicznej nowych analogéw netropsyny. Stusznie stwierdza Autor, ze efekty
wykonanych przez niego badan moga poméc w projektowaniu nowych struktur o skutecznym
dziataniu przeciwnowotworowym.

Szkoda, ze Autor nie zbadal innych wiasciwosci biologicznych otrzymanych nowych
zwigzkow np. wlasciwosci mikrobiologicznych.

Obszerng czgs¢ pracy stanowi rozdziat ,,Wyniki i dyskusja”. Autor opisujgc wyniki badan,
uzupeinia je wyczerpujgeg dyskusjg. Szuka przyczyn zbyt niskich wydajnosci reakcji.
Poréwnuje struktury zsyntetyzowanych analogéw, wskazuje roznice i wspdlne elementy
rowniez z netropsyng, podejmuje probe uzasadnienia réznic w aktywnosci biologicznej.
Wskazuje struktury najbardziej aktywne. Sugeruje dalsze badania np. wyjasniajace sposéb
wigzania zwigzkéw z DNA. Uzasadnia celowos¢ poszukiwania analogéw netropsyny.
Przedstawione w dyskusji rozwazania, wskazuja na rzetelng i dokladng znajomos$é badanej
tematyki.

Prace konczy 10 wnioskow, ktore wieniczg badania.

Nalezy doceni¢ wspotprace Doktoranta z innymi Osrodkami i Zespolami Naukowymi,
z Samodzielng Pracownig Analizy Lekéw, z Zakladem Diagnostyki Hematologicznej

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, z Politechnikq Biatostocka i £.odzka.



Podsumowujac stwierdzam, ze synteza 24 nowych zwigzkéw chemicznych, zbadanie ich
aktywnosci biologicznej i gleboka analiza uzyskanych wynikéw s$wiadcza o wartosé
poznawczej rozprawy doktorskiej.

Na zakonczenie pragne podkreslic przejrzysty sposéb przedstawiania schematow
przeprowadzanych syntez.

Praca napisana jest poprawnie, ale korekta nie jest staranna. Wykaz bledow, ktére
zaznaczylam w pracy przekazalam Autorowi. Bardzo licznie wystepuja tzw. ,literowki”.
Niekiedy niefortunnie uzyte s sformutowania. Korekty wymagaja liczne pozycje w rozdziale
»PiSmiennictwo”. Niektore nazwy zwiazkéw chemicznych budza watpliwosci. Uchybienia,
ktore spotkalam w redakeji pracy to tez potoczne zwroty, zargonowe okreslenia. Eatwiej
bytoby $ledzi¢ prace gdyby Autor umiescit spis uzywanych skrétéow i symboli.

Wymienione uwagi w poréwnaniu z zaletami pracy maja marginalne znaczenie, nie
przestaniajg wartosci badan wykonanych przez Doktoranta i ujetych w rozprawie.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca magistra Jakuba Szerszenowicza
»Synteza na podiozu stalym i ocena aktywnosci przeciwnowotworowej analogéw netropsyny
i bis-netropsyny” wnosi elementy nowosci, co w tej pracy szczegdlnie wysoko cenie,
charakteryzuje si¢ wysoka wartoscig merytoryczna wykonanych badan, spelnia kryteria
prawidtowo zaplanowanej, zrealizowanej i udokumentowanej rozprawy doktorskie;j.

Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie magistra

Jakuba Szerszenowicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lodz, 29. 05. 2015 dr hab. inz. Julia Gibka



