Krakow, 24.07.2018

Recenzja rozprawy doktorskiej pt.:
Mechanizm przeciwnowotworowego dzialania
pochodnych oktahydropirazynof2,1-a:5,4-a’[diizochinoliny
w komorkach raka sutka MCF-7 i MDA-MB-231"
wykonanej przez mgr Natali¢ Pawlowska
w Zakladzie Syntezy i Technologii Srodkow Leczniczych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Przedstawiona do oceny praca Pani mgr Natalii Pawlowskiej
reprezentuje problematyke badawcza z zakresu poszukiwania nowych
skutecznych zwiazkéw o dziataniu przeciwnowotworowym. Pomimo
olbrzymiego postepu w zakresie terapii chorob nowotworowych problem
opracowywania nowych strategii leczenia, w tym takze  Srodkow
leczniczych o korzystniejszym profilu farmakologicznym wykazujacych
selektywnos¢ dziatania w stosunku do komorek nowotworowych stanowi
ciagle bardzo aktualny i powazny problem naukowy.

Od kilkunastu lat obserwuje sie wyrazny wzrost zainteresowania
potencjalem terapeutycznym substancji zawartych w organizmach
morskich, ktore sa cennym zrodtem unikalnych zwiazkow chemicznych,
rozpoznanych ciagle tylko w niewielkim stopniu. Ostatnie lata wylonily
sposrod nich szereg nowych czasteczek o udowodnionej silnej aktywnosci
przeciwnowotworowej. W grupie pierwszych lekow wykorzystywanych
w onkologii pozyskanych z organizméw morskich znalazly si¢
trabektedyna, cytarabina oraz mesylan eribuliny.

Trabektedyna, alkaloid, nalezacy do grupy ekteinascydyn posiada
status leku sierocego w terapii raka jajnika oraz rejestracj¢ do leczenia
pacjentow z zaawansowanym migsakiem tkanek migkkich. Mechanizm
dziatania trabektedyny jest wieloaspektowy. Polega na oddzialywaniu
z mniejsza bruzdg podwojnej helisy DNA, a powstajacy addukt
trabektedyna-DNA inicjuje kaskade zdarzen, ktore zakiocaja prawidlowe
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funkcjonowanie niektorych czynnikéw transkrypcyjnych, a takze bialek zaangazowanych
w systemy naprawy DNA. Skutkiem tego jest zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie
G2M, co w konsekwencji prowadzi do zaprogramowanej $mierci komorek — apoptozy.
Trabektedyna oddzialuje takze na mikrosrodowisko guza, poprzez zmniejszenie produkcji
gtownych mediatorow zapalnych.

Wysoka cena preparatow z grupy ekteinascydyn zwigzana z kosztami ich izolacji
z organizmoéw morskich ogranicza jednak ich powszechne stosowanie w terapii i badaniach.
Stad prace nad synteza chemiczng analogéw tych zwiazkow pozyskanych pierwotnie
z zasobow naturalnych sa niezwykle wartosciowe.

Wpisujac si¢ w ten obszar dzialania Doktorantka podjela badania in vitro nad
aktywnosécia biologiczng otrzymanych na drodze syntezy chemicznej pochodnych
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’|diizochinoliny wykazujacych szczegblne podobienstwo
do trabektedyny, ktéra w swojej strukturze posiada skondensowany ukiad dwoch
tetrahydroizochinolin zapewniajacy wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworows. Glownym
celem pracy byla ocena wilasciwosci przeciwnowotworowych wzgledem linii
estrogenozaleznych komorek raka sutka MCF-7 oraz estrogenoniezaleznych komorek raka
sutka MDA-MB-231, a takze poznanie szczegOlowego mechanizmu dzialania siedmiu
wyselekcjonowanych,  najaktywniejszych zwigzkow z  grupy  pochodnych
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’ |diizochinoliny.

Uwazam, ze podjeta przez Autorke tematyka badan oraz postawione zadania i cele
sg jak najbardziej aktualne i uzasadnione, a otrzymane rezultaty posiadaja duze mozliwosci
aplikacyjne.

Praca zawiera 146 stron maszynopisu w typowym ukladzie: Wstep, Cel pracy,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
oraz bogate Pismiennictwo liczace 223 pozycje bibliograficzne.

Wstep zostal zredagowany w jasny i syntetyczny sposob (30 stron), zawiera istotne
aktualne informacje dotyczace mechanizmoéw programowanej $mierci komorki - apoptozy
oraz mechanizméw dzialania jednego z gléwnych przedstawicieli alkaloidow
tetrahydroizochinolinowych o wiasciwosciach przeciwnowotworowych - trabektedyny.

Cel oraz zakres zaplanowanych badan, a takze dobor testow biochemicznych, metod
analitycznych i statystycznych zostal przedstawiony logicznie i klarownie.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka ocenita aktywno$¢ cytotoksyczng nowych
pochodnych metoda Carmichael’a przy uzyciu soli tetrazolowej (test MTT), a nastgpnie

wiasciwosci antyproliferacyjne potwierdzita szacujac hamowanie biosyntezy DNA, opierajac



sig na pomiarze wbudowywania znakowanej radioaktywnie tymidyny do DNA komorek raka
sutka po inkubacji z pochodnymi diizochinoliny.

Indukcje apoptozy ocenita stosujagc metode z aneksyna V i jodkiem propidyny
wykorzystujac technike cytometryczng, a nastgpnie potwierdzita metodg  mikroskopu
fluorescencyjnego. Zbadala takze wplyw testowanych zwiazkéw na wybrane biochemiczne
markery apoptozy, takie jak: utrata symetrii rozmieszczenia fosfolipidow blony komorkowej,
zmiana mitochondrialnego potencjatu blonowego (AW,), aktywnos¢ kaspaz inicjatorowych
9, 8, 10 oraz aktywacje egzekutorowej kaspazy 3.

Wyniki badan opisano na str. 49-112. Doktorantka sposrod 55 nowych czasteczek
z grupy pochodnych diizochinoliny, ktére otrzymano we wspolpracy z Instytutem Chemii
Organicznej PAN na drodze badan przesiewowych wylonita siedem (OM-48, OM-71, OM-
861, OM-90, OM-140, OM-141, RC-27) o najwyzszej aktywnos$ci cytototoksycznej
w stosunku do estrogenozaleznych komorek raka sutka MCF-7.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze badane zwiazki obnizajg
przezywalno$¢ komoérek nowotworowych w wigkszym stopniu niz w  prawidlowych
fibroblastach skory ludzkiej, co $wiadczy o selektywnosci ich dziatania. Nowe pochodne
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4-a’ |diizochinoliny rowniez silniej hamowaly biosyntez¢ DNA
w komoérkach MCF-7 oraz MDA-MB-231 niz zwiazki referencyjne kamptotecyna i etopozyd.

Bardzo ciekawe i wartosciowe wyniki uzyskata Autorka prowadzac badania nad
mechanizmem dziatania wyselekcjonowanych zwigzkéw vs. estrogenozalezne MCF-7 oraz
estrogenoniezalezne MDA-MB-231 komorki raka sutka. Analiza otrzymanych danych
pozwolita stwierdzi¢, ze mechanizm dziatania przeciwnowotworowego nowych pochodnych
oktahydropirazyno[2,1-a:5,4’|diizochinoliny jest zwigzany z indukcja apoptozy w komorkach
estrogenozaleznego MCF-7 oraz estrogenoniezaleznego MDA-MB-231 raka sutka. Apoptoza
indukowana w komérkach nowotworowych pod wplywem zwiazkow: OM-48, OM-71, OM-
8611, OM-90, OM-140, OM-141, RC-27 przebiegala zaroéwno droga zewnatrzpochodna,
ktéra manifestuje si¢ spadkiem mitochondrialnego potencjalu blonowego oraz aktywacja
kaspazy 9 oraz drogg zewnatrzpochodng poprzez wyrazny wzrost ekspresji kaspaz 8 1 10.

W mojej opinii najcenniejszym wynikiem i najwigkszym osiagnigciem pracy bylo
wyselekcjonowanie z grupy testowanych zwiazkow pochodnej OM-90 charakteryzujacej si¢
najsilniejszymi  wlasciwosciami  przeciwnowotworowymi oraz wysoka aktywnoscig
proapoptotyczng w liniach nowotworowych raka sutka. Cytotoksyczno$¢ zwigzku OM-90
byta najwyzsza, warto§¢ ICsq w komorkach MCF-7 wynosi 24 uM, a w komoérkach MDA-
MB-231 14 uM. Wartoéci ICsp wyznaczone dla zwiazkow referencyjnych, etopozydu



i kamptotecyny, byly odpowiednio w komérkach MCF-7 oraz w MDA-MB-231 od 4-5
do 6-7 razy wyzsze.

W dysertacji Doktorantka zawarla takze niezwykle interesujace wyniki dla zwigzkow
OM-48 oraz OM-141 wynikajace z rozwoju i kontynuacji badan prowadzonych nad
aktywnoscig przeciwnowotworowa w modelu doswiadczalnym ludzkiego raka zoladka
(AGS). Wraz ze wzrostem stezenia oba testowane zwiazki obnizaly zywotnos¢ i uposledzaty
biosynteze DNA w komorkach raka zotadka, szczegoélnie nasilony efekt obserwowano po 48
godzinnej inkubacji. Badania wykazaly, ze obie pochodne prowadza do wzrostu ekspresji
kaspazy inicjatorowej 8 i kaspazy egzekutorowej 3, a takze biatka p53. Ponadto wykazano,
ze zwigzki obnizaja ekspresje bialek AKT i kinaz regulowanych zewnatrzkomérkowo —
ERKI1/ERK2. Najsilniejszy efekt we wszystkich przeprowadzonych zanotowano dla
pochodnej OM-141.

Znakomita wiekszos¢ wynikow Autorka zebrala 1 przedstawila w postaci
stabelaryzowanych danych i rycin (7 tabel i 37 rycin), ktére wyczerpujaco i przejrzyscie
dokumentuja przeprowadzone analizy. Wigkszos¢ otrzymanych danych zostala poddana
ocenie statystycznej, co w znacznym stopniu obiektywizuje otrzymane wyniki.

Uzyskane rezultaty zostaly przeanalizowane w ramach wnikliwej dyskusji (str. 113-
123), w ktorej daje si¢ zaobserwowa¢ duza erudycje Doktorantki i Jej umiejgtnosé
samodzielnej, krytycznej oceny wilasnych wynikow w konfrontacji z wynikami
publikowanymi przez innych autorow. Catos¢ dyskusji $wiadczy o dobrym, merytorycznym
przygotowaniu Doktorantki. Wykazata si¢ umiejetnoscig korzystania 2z najistotniejszych
i najbardziej aktualnych danych literatury fachowej i zdolnoscig formulowania logicznych
wnioskow.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem, ma bardzo staranng szat¢ graficzna.
Studiujac ja wnikliwie dostrzegtam tylko kilka niedociagni¢é, na ktére zwracam uwage
z obowiazku recenzenta:

1. Opracowanie nie zostalo zaopatrzone w liste skrotow;

2. W cze$ci Materiaty i Metody nie zawarto informacji skad pochodzg badane linie

komorkowe nowotworowe oraz prawidiowe;

3. Na str. 38 zauwazylam niesScistos¢ dotyczaca ilosci wyselekcjonowanych

zwiazkow do dalszych badan - Doktorantka pisze o dziewigciu, chociaz dalej bada

i podaje symbole tylko siedmiu pochodnych;



4. W kilku miejscach wystepuja bledy edytorskie, jak np. na str. 125 zamiast

aktywnosc jest ,aktyw”;

5. Chetnie dowiedziatabym si¢ takze, dlaczego Doktorantka do substancji

referencyjnych, czyli kamptotecyny i etopozydu nie dotaczyta trabektedyny.

Wymienione drobne niedoskonalosci i uwagi w zadnym razie nie umniejszaja wartosci
merytorycznej pracy. Prace oceniam wysoko, szczegélnie za jej nowoczesny warsziat
badawczy z zakresu biologii molekularnej i duzy potencjal aplikacyjny w obszarze
poszukiwania i opracowywania nowych terapii chor6b nowotworowych.

Na tej podstawie zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr
Natalii Pawtowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoki poziom, range rozwigzywanego problemu oraz jakosc i zakres
przeprowadzonych badan, a takze fakt, iz Doktorantka opublikowata wyniki uzyskane
w ramach dysertacji, w renomowanych czasopismach migdzynarodowych o sumarycznym

IF= 6.428 i jest pierwszym autorem jednej z nich skiadam takze wniosek o wyroznienie

pracy.

IZbieta Pekula
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