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Liczba chorych na nowotwory weiaz rosnie. Pomimo ogromnego postepu, jaki dokonal sie¢ w
medycynie, czy to na polu chirurgii, czy tez radio- i farmakoterapii, nie jesteSmy w stanie
znalez¢ skutecznej broni. Wiele laboratoriow badawczych na calym $wiecie zajmuje sie
poszukiwaniem nowych terapii, nowych lekow przeciwnowotworowych.

W Zakladzie Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku od wielu lat prowadzone sg intensywne badania nad nowymi substancjami, w
tym o dzialaniu przeciwnowotworowym. Prof. Krzysztof Bielawski, bedacy promotorem
przedstawionej do recenzji rozprawy, ma na tym polu znaczace osiagnigcia. Mozna tutaj
chociazby wspomnie¢ o berenilowych kompleksach platyny.

Kontynuujac badania nad nowymi zwiazkami o dzialaniu przeciwnowotworowym, jako
struktur¢ wiodaca wytypowano substancj¢ pochodzenia naturalnego: trabektedyne. Jest to
alkaloid tetrahydroizochinolinowy o wielokierunkowym mechanizmie dziatania. Stosowany
w lecznictwie u pacjentéw z zaawansowanym migsakiem tkanek miekkich. Pomimo bardzo
wielu cech korzystnych, trabektedyna stosowana jest rzadko, a to z uwagi na ogromne koszty
pozyskiwania jej z natury. Budowa chemiczna trabektedyny jest dos¢ skomplikowana, stad
brak mozliwosci otrzymania jej na drodze syntezy, jednak syntetyczne pochodne, o
uproszezonej budowie, zachowuja wlasciwosci przeciwnowotworowe (Zhu i wsp. 2017).

Cel recenzowanej pracy doktorskiej jest jasno okreslony. Dotyczy oceny wlasciwosci
przeciwnowotworowych pochodnych oktahydropirazyno[2,1-a:5.4-a’]diizochinoliny oraz

poznania mechanizmu ich dziatania.



Praca doktorska jest opracowana w sposob klasyczny. Zawiera wstep, opis stosowanych
metod i materialdw, oméwienie wynikéw, dyskusj¢ oraz wnioski. Opatrzona jest réwniez
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

W czgsci wprowadzajacej Autorka opisuje proces apoptozy: zmiany biochemiczne i
morfologiczne zachodzace podczas $mierci komoérki oraz charakteryzuje mechanizm
apoptozy, wskazujac na mozliwos¢ wykorzystania programowanej smierci komoérki jako celu
terapii antynowotworowych. Podaje rowniez charakterystyke alkaloidow
tetrahydroizochinolinowych  oraz wyczerpujacy — opis  mechanizmu  dzialania
przeciwnowotworowego trabektedyny, jako sztandarowego przedstawiciela tejze grupy.
Nalezy w tym miejscu zwrocié uwage na aktualnos¢ cytowanej w pracy literatury.
Praktycznie wszystkie pozycje sg datowane na ostatnie 18 lat.

W badaniach wykorzystano zwiazki otrzymane w Instytucie Chemii Organicznej Polskie]
Akademii Nauk, posiadajace w swojej strukturze dwa skondensowane piericienie
tetrahydroizochinolinowe, rézniace si¢ charakterem podstawnikow. Pierwszy etap pracy
obejmowal wstepne badania cytotoksycznosci, ktore pozwolity na wyselekcjonowanie z 55.
nowych  pochodnych 7. zwiazkéw o najwyzszej  potencjalnej  aktywnosci
przeciwnowotworowej do dalszych badan. Czytajac rozdzial na temat badan przesiewowych
nasunglo mi si¢ pytanie: dlaczego Doktorantka wytypowala zwiazki do dalszych badan na
podstawie oznaczenia cytotoksycznosci tylko w stosunku do estrogenozaleznych komérek
raka sutka MCF-7, jeéli zaplanowane byly badania réwniez w kierunku
estrogenoniezaleznego raka sutka?

Dalsze badania biologiczne przeprowadzono na dwdch liniach komérek raka piersi:
estrogenozaleznych MCF-7 oraz estrogenoniezaleznych MDA-MB-231 oraz z uwagi na fakt,
iz najbardziej pozadane sa nowe leki o dzialaniu wybi6rezym tylko na komorki
nowotworowe, badano wpltyw nowych pochodnych na komérki prawidlowe - fibroblasty
skory ludzkiej. Oceniano wplyw nowych pochodnych na gléwne szlaki procesu apoptozy, a
takze poréwnano wplyw nowych polaczen na cytotoksycznosé oraz proces biosyntezy DNA
w  komoérkach nowotworowych. Poddano réwniez ocenie  zmiany potencjatu
mitochondrialnego oraz aktywnosé kaspaz 3, 8, 9 i 10. Jako substancje referencyjne

zastosowano kaptotecyng oraz etopozyd.

Przeprowadzone przez mgr Natalie Pawlowska badania wykazaly wyzsza cytotoksycznosé, w
stosunku do obu linii komérek nowotworowych, czterech nowych pochodnych w poréwnaniu

do substancji referencyjnych. Najbardziej aktywny zwiazek OM-90 posiada 4 grupy
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hydroksylowe w pierscieniach fenylowych. Cechuje si¢ najwyzsza cytotoksycznoscia w
stosunku do linii MCF-7 (czterokrotnie wyzsza niz kaptotecyna oraz pieciokrotnie niz
etopozyd) oraz najnizsza toksycznoscia sposrod badanych zwiazkéw w stosunku do komoérek
prawidtowych.

Wiasciwosci  antyproliferacyjne Doktorantka potwierdzita oceniajac wplyw zwiazkéw
syntetycznych na biosyntez¢ DNA, poprzez ocene stopnia wbudowania [BH]-tymidyny do
DNA badanych komorek. Badanie to wykazalo, iz 3 sposréd badanych zwiazkéw silniej
hamowaly biosynteze¢ DNA niz zwigzki referencyjne. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie w
jakim stopniu badane zwiazki hamuja proces biosyntezy DNA w fibroblastach skory ludzkiej?
Kolejne etapy pracy badawczej koncentruja si¢ na badaniu wplywu wyselekcjonowanych
zwiazkbw na proces apoptozy. Z danych literaturowych  wynika, iz pochodne
tetrahydroizochinolinowe indukuja proces apoptozy. Badania Mgr Natalii Pawlowskiej
przeprowadzone technika cytometryczna, poparte badaniami z uzyciem mikroskopu
fluorescencyjnego wykazaly, iz wszystkie pochodne sq zdolne do inicjacji apoptozy w
badanych liniach komérkowych. Cztery sposrod testowanych zwiazkéw silniej indukowaty
apoptozg niz kamptotecyna i etopozyd. Stwierdzono ponadto, ze proces apoptozy wywolany
przez pochodne oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’Jdiizochinoliny przebiega zar6wno wedlug
wewngtrznego szlaku indukcji apoptozy, obejmujacego spadek mitochondrialnego potencjatu
blonowego i aktywacje kaspazy 9, jak i wedhug szlaku zewngtrznego z aktywacjq kaspazy 8 i
10.

Reasumujac, niezwykle obszerne badania przeprowadzone przez mgr Natalic Pawlowska
pozwolily stwierdzi¢, ze cytotoksyczne dzialanie badanych zwigzkéw mozna wigza¢ z ich
zdolnoscia do uposledzenia biosyntezy DNA oraz indukcja procesu apoptozy. Uzyskane
wyniki badan pozwolily na wyselekcjonowanie jednego zwiazku opatrzonego symbolem OM-

90 o najwyzszej aktywnosci, ktéry moze postuzyé jako struktura wiodgca do dalszych badan.

Podsumowujac, pod wzgledem merytorycznym praca nie budzi zastrzezeh. Jak na tak
obszerne opracowanie jest w niej bardzo niewiele bledéw stylistycznych (znalaztam tylko 8),
stad nie bede ich przytaczaé. Zwroce tylko uwage na dwie niescistosci. Doktorantka pisze, iz
badaniom poddata 9 zwiazkéw, a w rzeczywistosci jest ich 7 oraz PAN to Polska, a nie
Panstwowa Akademia Nauk.

Na szczeg6lng uwage zastuguje rozdzial Dyskusja, bedacy podsumowaniem prowadzonych

badan. Autorka prowadzone przez siebie badania konfrontuje z koncepcjami naukowi i



uznanymi hipotezami. Wykazata si¢ przy tym umiejetnoscia raportowania wynikéw pracy
naukowe;j.

Rozprawg doktorskg oceniam bardzo wysoko, uwazam ja za niezwykle interesujaca oraz
nowatorska, w pelni spetniajaca wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Ze wzgledu na
te walory, pragng rekomendowa¢ rozprawe doktorska mgr Natalii Pawlowskiej do
wyrdznienia.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Natalii Pawlowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie jej stopnia doktora nauk farmaceutycznych.



