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TYTUL PRACY

2 MECHANIZMY DZIALANIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO
NOWYCH POCHODNYCH OLIWACYNY.”

W przedstawionej do recenzji pracy Doktorant podjat si¢ zbadania in vitro
efektow farmakodynamicznych 14 syntetycznych zwigzkow  pirydokarbazoli
bedacych pochodnymi oliwacyny. Oliwacyna i eliptycyna sa alkaloidami o podobnej
strukturze czasteczki nalezacymi do grupy pirydokarbazoli, izolowanymi z roslin
(Aspidosperma olivaceum, Ochrosia elliptica Labill., Strychnos dinklagei Gilg). kiore
wykazaly dzialania przeciwpierwotniakowe, antybiotyczne 1 przeciwnowotworowe
zblizone do innych substancji alkilujacych stosowanych w praktyce klinicznej.

Zostaly przeprowadzone i podsumowane badania na hodowlach linii
komorkowych okreslajace wplyw badanych czasteczek na proliferacj¢. apoptozg,
genotoksycznos¢, aktywnos¢ topoizomerazy Il i syntez¢ wybranych bialek majgcych
zwiazek z wielolekowa opornoscig nowotworow.

Autor pracy zaklada, ze przeprowadzone badania beda podstawa wyznaczenia
czasteczek, ktorych dalszy rozwd) moze doprowadzi¢ do opracowania nowego leku
przeciwnowotworowego o pozadane] skutecznosci, bezpieczenstwie i niepoddajgcym
sie lekoopornosci.

Naukowe zainteresowanie eliptycyna i jej pochodnymi od roku 1966 ilustruje
rosnaca liczba publikacji, ktora osiggnela szezyt 30 doniesien w roku 1990, a obecnic
liczba ta zmalata do 17 w 2016 roku. Znacznie mniejsze zaintercsowanic dotyczy
oliwacyny, obejmujac 45 publikacji w latach 1983-2014. Aczkolwiek rosngca w
ostatnich 2 latach liczba publikacji wskazuje choroby nowotworowe i zaburzenia

neurologiczne jako kierunki rozwoju pochodnych oliwacyny [PubMed, PubChem].




Uwazam wiec, ze wybor pochodnych oliwacyny jako przedmiotu badan
wynika z uzasadnionej potrzeby poszerzenia wiedzy naukowej dotyczgcej tych
zwiazkow, cho¢ Autor nie przedstawil tego dostownie.

Z DOWYZSZego powodu uwazam prace za nowatorsk&

Za cel glowny Doktorant obral analiz¢ parametrow farmakodynamicznych,
ktére naleza do przyjetego na $wiecie panelu badan przedklinicznych czasteczek.
ktore potencjalnie moga stanowi¢ substancje czynne lekow przeciwnowotworowych.

Praca ma typowy uktad edytorski, liczy 128 stron, sklada si¢ z 9 rozdziatow.
jest ilustrowana 18 rycinami, 32 tabelami i 4 mikrofotografiami umieszczonymi i
omowionymi w tekscie, ponadto 12 rycinami zebranymi w suplemencie.
Pismiennictwo, obejmujace 128 pozycji z lat 1959-2016, zawiera najwazniejsze
publikacje historyczne oraz 19 pozycji wydanych w ostatnich 5 latach zwigzanych
omawianym tematem. Autor powoluje si¢ rowniez na autorow polskich (14 pozycji).
Pismiennictwo jest wlasciwie dobrane i cytowane.

Wstep pracy jest bardzo syntetyczny i zawiera zwigzte informacje stanowiace
podstawy zrozumienia celu przeprowadzonych badan.

Napisany jest bardzo przejrzyscie. co $wiadczy o dostatecznej wiedzy
Doktoranta dotyczacej przedklinicznych badan rozwojowych w  poszukiwaniu
czasteczek o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym.

Cel pracy zostal jasno sformutowany. Za cel glowny pracy Doktorant obral
ocene dzialania przeciwnowotworowego 14 pochodnych oliwacyny: poréwnanic
dzialania cytotoksycznego tych zwigzkow w hodowlach  wybranych linii
komorkowych ludzkich: ostrej biataczki limfocytowej. przewleklej bialaczki
szpikowej, raka pluca, raka piersi, raka jelita grubego. raka zoladka oraz
wlokniakomiesaka linii mysiej 1 fibroblastach mysich, jako linii o podobnym
pochodzeniu tkankowym. Kolejnym celem byla ocena dziatania badanych zwigzkow
w liniach komorkowych zawierajacych mutacjg p53 i komorkach bez tej mutacji.

Doktorant podjal si¢ rowniez proby rozpoznania mozliwych mechanizmow
dzialania przeciwnowotworowego badanych zwiazkow.

W rozdziale .Material, metody” Autor przedstawil szczegdlowo czternascie

pochodnych oliwacyny, ktére zostaly opracowane i zsyntezowane w Katedrze Chemii
Organicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu. Katedra ta ma duze

doswiadczenia w syntezie oliwacyny, o czym Swiadcza publikacje pochodzace z tego




osrodka. Przedstawiony do recenzji doktorat jest, zatem kontynuacjg badan nad
zsyntetyzowanym produktem, co w mojej opinii dodaje pracy szczegolnej wartoscl.

Doktorant bardzo szczegdtowo scharakteryzowal zastosowane w badaniach
materialy oraz opisal metody i procesy zgodne z przedstawionym pismicennictwenm.
Wykorzystal stosowne testy i techniki do oceny: zywotnosci i liczebnosci komorek,
indeksu mitotycznego, cyklu komorkowego, apoptozy. uszkodzenia, zahamowania
komorek, ilosci biatek p53 i p21, funkcji transportowej glikoproteiny. Wszystkie testy
sa uznane i zwalidowane, co gwarantuje wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow.
Uzasadnit dobor elipcytyny a nie oliwacyny, jako zwigzku referencyjnego. Oliwacyna
nie jest dostepna w sprzedazy. Elipcytyna posiada podobng budowe chemiczng do
oliwacyny oraz wykazuje podobna aktywnos¢ stad wybdr elipcytyny, jako zwiazku
referencyjnego nie budzi zastrzezen.

W doborze linii komoérek nowotworowych kierowal si¢ standardami i
wytycznymi Narodowego Instytutu Raka (National Cancer Institute).

Ponadto wykonat doswiadczenia pozwalajace oceni¢ dziatanie wybranych
zwiazkéw na liniach komérkowych nowotworéw opornych na leczenie: bialaczki
szpikowej opornej na leczenie imatynibem; raka piersi i raka jelita grubego oporne na
leczenie doksorubicyna.

Wszystkie przedstawione doswiadczenia Doktorant opisuje bardzo
szczegdtowo a niektore techniki przedstawia w formie diagramu i obrazu, co pozwala
na lepsze zrozumienie zastosowanych metod badawczych.

Nalezy docenié¢ fakt, ze wszystkie czynnosci zwigzane z badaniem Doktorant
przeprowadzit osobiscie gromadzac wyniki. Ta czes¢ pracy daje poglad jak zmudny.
wymagajacy precyzji i dyscypliny jest eksperyment laboratoryjny.

Wyniki badanych parametrow zostaly poddane typowej, opisywane] w
piémiennictwie analizie statystycznej z uwzglednieniem testu istotnosci statystycznej i
analizie wieloczynnikowej w modyfikacji wlasnej. Doktorant uzasadnil dobor
wybranych metod statystycznych aktualnie stosowanych w tego typu analizach
danych i nie budza one zastrzezen.

W rozdziale “Wyniki” Autor przeprowadza bardzo wnikliwg analiz¢
uzyskanych wynikéw i przedstawia je w postaci opisowej oraz w odpowiednich
wykresach i tabelach dokumentujac, ze wséréd 14 pochodnych oliwacyny. cztery z

nich wykazywaty przedkliniczne cechy skutecznego dziatania




przeciwnowotworowego ale szczegdlnie dwa zwiazki nr 7 1 10 okazaly si¢ najbardzic;
obiecujace.

Badania wykazaly, ze nowe pochodne pirydokarbazoli zwiazek 7. o wzorze
sumarycznym C24H2oN303 1 10 o wzorze CisHisN202 posiadajg silne dziatanie juz w
niskich stezeniach w hodowlach wigkszosci badanych linii nowotworowych, a przede
wszystkim w liniach nowotworowych wykazujacych opornos¢ na cytostatyki.
Stanowi to podstawe do kontynuacji badan rozwojowych z tymi pochodnymi w
kierunku produktu leczniczego do stosowania w onkologii.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki $wiadcza, ze badane pirydokarbozole maja
wplyw na wzrost ekspresji biatka p53 i p 21 w badanych liniach komorkowych 1
wykazuja silniejszy efekt w poréwnaniu do eliptycyny.

Ponadto w przeprowadzonych badaniach Doktorant posrednio wykazal, ze
mechanizmy dziatania niektorych pochodnych oliwacyny zwiazane sg z inhibicja
tomoizomerazy II (test kometkowy), reaktywacja funkcji p53 1 po czescl, z
wzajemnymi regulacjami topoizomerazy II 1 p33 oraz hamowanie funkcji
transportowej glikoproteiny. Tym samym Doktorant zrealizowal zalozone cele.

Wyniki badan sa oryginalne, pochodza z wlasnego materiatu Doktoranta.

W rozdziale ,.Dyskusja” Doktorant omawia wyniki i umiejgtnic odnosi si¢ do
danych z pi$miennictwa.

Z powodu skapych danych dotyczacych pochodnych oliwacyny 1 ich
przeciwnowotworowych wlasciwodcei Autor analizujac podobne publikacje, omawia
je 1 kojarzy z wlasnymi wynikami. Swiadczy to o dobrej znajomosci tematu. Duzg
uwage w dyskusji Doktorant przywiazuje do metod badawczych zastosowanych do
oceny pochodnych oliwacyny pod katem ich skutecznosci 1 toksycznosci, co uwazam
za bardzo istotne, szczegolnie w aspekcie przygotowania podstaw do dalszych badan
przedklinicznych in vivo. Krytycznie omawia wyniki z publikacji oraz wiasne. co
$wiadezy o jego wiedzy i samodzielnym mysSleniu.

Autor wskazuje, ze dwa zidentyfikowane przez nicgo zwiazki wymagaja
dalszej weryfikacji w badaniach przedklinicznych in vivo, aby potwierdzi¢ 1ch
przydatno$¢ w leczeniu nowotworow i aby mogly by¢ wprowadzone do badan
klinicznych u ludzi.

Jednocze$nie Doktorant podkresla, ze ograniczeniem stosowania pochodnych
oliwacyny u ludzi byla toksycznos¢. W przeprowadzonych badaniach Autor wykazat

malg toksycznos$é obu zwigzkow w komoérkach fibroblastyczych. Nie mozna jednak




odnies¢ tych wynikoéw do badan na zwierzgtach 1 u ludzi. Mimo tego wspieram opini¢
Doktoranta, ze pochodne oliwacyny zastuguja na uwagg.

Dwie pochodne oliwacyny wykazaty szczegdlng aktywnos¢ cytotoksyczng w
wybranych liniach komorek nowotworowych, co daje podstawy do wprowadzenia ich
do dalszych badan. Mimo postgpu w leczeniu chorob nowotworowych, rozwoju
nowych biologicznych  produktow leczniczych —w dalszym ciggu istnicjq
niezaspokojone potrzeby lecznicze. Poszukuje si¢ nowych rozwiazan uwzgledniajgc
réwniez znane czasteczki, ktére wykorzystuje si¢ do nowych wskazan.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca jest nowatorska. Jest
wartosciowym wkladem do juz istniejgcych danych na temat pirydokarbozoli 1
posiada wazne walory poznawcze, ktore moga przelozy¢ si¢ na praktyczne bardzo
istotne osiggniecia. Ponadto, jest pierwsza taka pracg w Polsce i jedng z niewielu na
Swiecie.

W pracy nie dopatrzylam si¢ niedociggnig¢ i oceniam ja wysoko.

Mam do pracy nastgpujace uwagi, ktére nic umniejszaja jej wartosci.

1. Proponuje aby, Autor w przysztej publikacji rozprawy doktorskiej rozwazyt

zmiane tytulu przenoszac cigzar zagadnienia na farmakodynamik¢ badanych

zwigzkéw a nie mechanizm dziatania.

o

Przedstawione przez Doktoranta wnioski sa w mojej opinii podsumowaniem
wynikéw. Uwazam, ze z przeprowadzonych badan nasuwa si¢ jeden wazny
wniosek, ktéry zostal przez Autora sformulowany w czgscl .. dyskusja™ na
stronie 110 i brzmi ,.Nalezy kontynuowa¢ badania zw. nr 7 1 10, zarowno in
vitro jak in vivo u zwierzat doswiadczalnych, ze wzgledu na obiecujgcy profil
aktywnosci przeciwnowotworowej i perspektywe przyszlego zastosowania w

terapii nowotworéw”. Oczywiscie zdanie to wymaga zredagowania.

Podsumowanie.

Uwazam, ze Autor wykazal umiejetno$¢ samodzielnej pracy naukowej.
Przeprowadzil ekstensywne i kompleksowe badania. Podjal si¢ zbadania waznego

tematu, jakim jest profil farmakodynamiczny i mechanizmy dziatania pochodnych

oliwacyny w wybranych liniach nowotworowych i doskonale poradzil sobie 7 tym




zagadnieniem. Nawet, gdyby zbadane pochodne oliwacyny nie przeszly pomysinie
dalszych badan przedklinicznych badz klinicznych, to uzyskane w pracy wyniki
przyczynity si¢ do wzbogacenia wiedzy o tych zwigzkach 1 ich aktywnosci
przeciwnowotworowej. Jest to osobisty 1 oryginalny wklad Doktoranta.

Wobec powyzszego, mam zaszezyt przedstawic wniosek do Wysokiej Rady
Naukowej Wroclawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. wet.

Tomasza Gebarowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Uzasadnienie.
Praca ma charakter nowatorski i pionierski w Polsce i jest jedna z nielicznych,
podobnych prac na $wiecie. Wnosi konkretna wiedze, ktora przyczyni si¢ do dalszego

rozwoju dyscypliny naukowej. Dlatego w petni zastuguje na wyrdznienie.

Prof. nadzw dr hab. n med. Bozenna Dembowska-Baginska
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