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Ocena rozprawy doktorskiej
pt.: ,,Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej wybranych pochodnych
1,3-tiazyn w komérkowym modelu raka jelita grubego”
wykonanej przez Pana mgr Arkadiusza M. Czerwonke

w Zaktadzie Wirusologii i Immunologii Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie

Praca doktorska Pana mgr Arkadiusza Czerwonki wpisuje si¢ w intensywnie
rozwijajgcy sie obszar badawczy poszukiwania potencjalnych lekéw o dziataniu
przeciwnowotworowym. Jako przedmiot badan Autor wybrat benzo- oraz hetero-1,3-
tiazynony podstawione ugrupowaniem 2,4-dihydroksyfenylowym. Heterocykliczne uktady
modyfikowane rezorcynolem stanowig obecnie silnie eksplorowana grupe pofaczen w
zakresie dziatania przeciwnowotworowego oraz neuroprotekcyjnego. Wiele tego typu grup
zwigzkow jest chronionych zaréwno w zakresie syntezy jak i dziatania biologicznego, a
witascicielami patentow s3 znane firmy farmaceutyczne. Niektdre z nich dziataja na poziomie
nM, majg zadawalajgcg farmakokinetyke, akceptowalne dziatania niepozadane i zostaty
wdrozone do badan klinicznych w kierunku terapii zaréwno nowotworow litych jak i
hematologicznych. Ze wzgledu na ztozony oraz wielokierunkowy mechanizm dziatania
molekularnego, uktady te stanowig dos$¢ obiecujacg grupe zwigzkow, dla ktdrej przewiduje sie
ponadto mate prawdopodobienstwo pojawienia sie opornosci. Z tego wzgledu opiniowana
dysertacja jak najbardziej odpowiada oczekiwaniom, jakie kieruje sie w strone osrodkow
akademickich, zajmujacych sie badaniami nad potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi
czy substancjami chemoprewencyjnymi.

Przedtozona praca posiada charakter oryginalnej, eksperymentalnej rozprawy
naukowej. Zawiera ona rozdziaty typowe dla prac doktorskich, ktére sa poprzedzone
zestawieniem stosowanych skrétow, a koriczy sie wykazem rycin oraz tabel. Decyduje to o
przejrzystosci opracowania oraz utatwia jego czytanie.

Czesc¢ teoretyczna rozprawy doktorskiej Pana mgr Czerwonki zostata podzielona na
trzy opracowania. Pierwsze dotyczy charakterystyki jelita grubego oraz rozwoju,
epidemiologii, klasyfikacji, profilaktyki i leczenia nowotworow zwigzanych z jelitem grubym.
W drugim Autor przedstawit przebieg cyklu komérkowego i jego regulacje. Tematem

trzeciego opracowania jest natomiast biologiczna aktywnosc¢ 1,3-tiazyn z uwzglednieniem
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molekularnego poziomu ich dziatania. Rozdziaty te stanowig doskonate odniesienie dla
realizowanych zadan badawczych oraz podstawe do dyskusji.

Autor bardzo dobrze wykorzystat szeroki zakres pismiennictwa, obszerng witasna
wiedze oraz warsztat i doswiadczenie Osrodkow, w ktorych wykonywat prace, wiasciwie
sformutowat cel badan, ktory nastepnie konsekwentnie realizowat.

Pan mgr A. Czerwonka oceniat 6 potaczen z grupy 4H-3,1-benzotiazyn-4-onow, 4H-
benzofuro[1,3]tiazyn-4-onéw oraz 3'H-spiro[benzo[d][1,3]tiazyno-4,1'-izobenzofuran]-3'-
onow, ktore sg uktadami bardzo stabo zbadanymi w zakresie dziatania biologicznego.
Posiadajg one ugrupowanie benzenodiolu, podstawione w niektérych analogach atomem
chloru, ktére jest wskazywane jako korzystne dla kierunkowego dziatania
przeciwnowotworowego. Roznice w budowie serii badanych potfaczen powodujg zmiane
lipofilowosci, ktéra decyduje o procesach podziatu oraz dystrybucji zwigzku. Uwzgledniajac
natomiast wptyw atomu chloru na lokalng hydrofobowos$¢ czgsteczki nalezy przyjac, iz moze
to miec istotne znaczenie przy oddziatywaniu z potencjalnym celem molekularnym.
Wprowadzenie atomu chloru lub podstawnika etylowego do ugrupowania benzenodiolu, z
reguty wigze sie tez z lepsza aktywnoscia antyproliferacyjng odpowiednich heterocyklicznych
pochodnych. W przypadku potaczen z chlorowcem moze to by¢ jednak przyczyng wzrostu
toksycznosci, co tez potwierdzity rezultaty badan prowadzonych przez Pana Magistra.

Uzyskane wyniki pierwszego etapu badan, okreslajagce wptyw wszystkich badanych
zwigzkéw na poziom proliferacji i zywotnos¢ komorek zmienionych nowotworowo oraz ich
dziatanie cytotoksyczne wobec komodrek prawidtowych, pozwolity na wyselekcjonowanie
2-(2,4-dihydroksyfenylo)-4H-benzofuro(3,2-d][1,3]tiazyn-4-onu  (potaczenie nr 1135) do
szerszego spektrum badan biologicznych. Zwigzek charakteryzowat sie najsilniejszym
potencjatem przeciwproliferacyjnym wobec komérek nowotworowych ludzkiego raka jelita
grubego (linie HT-29 i LS180) oraz niskg cytotoksycznoscia wobec prawidtowych komorek
nabfonka jelita grubego. Byto to podstawg do kontynuowania badan, m.in. na poziomie
molekularnym w komodrkach nowotworowych obu linii ludzkiego raka jelita grubego.

Kolejne testy wykazaty brak oddziatywan zwigzku na morfologie oraz indukcje
apoptozy i nekrozy w komorkach raka jelita grubego linii HT-29 i LS180. Natomiast ocena
wptywu zwigzku na cykl komdrkowy oraz wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalne potwierdzita
jego antyproliferacyjny potencjal. W komodrkach linii HT-29 zwigzek m.in. powodowat

zatrzymanie cyklu komodrkowego w fazie G,-M, zmniejszenie poziomu fosforylacji kinazy Akt
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oraz wzrost ekspresji cykliny A2. W komérkach linii LS180 obserwowano m.in. zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie G;, wzrost ekspresji biatka p27 i biatek Bcl-xl, spadek ekspresji CDK4,
cyklin B, A oraz fosforylacji biatka Rb.

Zakres przeprowadzonych przez Doktoranta badan oraz ich dokumentacja swiadczg o
dobrym opanowaniu warsztatu badawczego oraz wiasciwej interpretacji wynikow. Ryciny
oraz tabele sa dobrze opracowane graficznie oraz dokfadnie opisane, co znacznie utatwia
ocene pracy. Otrzymane wyniki poddano obrébce statystycznej, stosujac rekomendowane w
tego typu badaniach testy.

Ze wzgledu na swdj charakter, rozdziat Omoéwienie wynikow, powinien by¢ raczej
zatytutowany ,Omodwienie wynikéw i dyskusja”, a bardziej odpowiednim miejscem
pierwszego akapitu wydaje sie byé wstep. Pomimo uwag formalnych, jest to czes¢ pracy
bardzo interesujgca w aspekcie merytorycznym. Autor konfrontowat otrzymane wyniki z
rezultatami innych badarn oraz poddat je dogtebnej analizie. Krytycznie spojrzat tez na wyniki
wtasne uzyskane z zastosowaniem wybranych modeli badawczych. Swiadczy to o duzej
znajomosci zagadnien zwigzanych z tematem pracy, dojrzatosci oraz analitycznym podejéciu
przy interpretacji danych eksperymentalnych. Dodatkowo, na podstawie uzyskanych wynikow
opisujgcych molekularne dziatanie zwigzku 1135, Autor zaproponowat schemat
przypuszczalnego mechanizmu jego dziatania w komorkach raka jelita grubego linii LS180.

W rozdziale Materiaty Autor szczegétowo scharakteryzowat zastosowany w badaniach
materiat biologiczny i chemiczny. Brakuje tylko informacji o czystosci badanych zwigzkow.
Procedury przeprowadzonych postepowan przygotowawczych oraz metod analitycznych
majacych na celu ocene zywotnosci, proliferacji, cytotoksycznosci komorek oraz badania
mechanizméw molekularnych zostaty przedstawione doktadnie i wyczerpujaco w rozdziale
Metody. Spetniajg one wysokie standardy stawiane wspotczesnym pracom badawczym.

Whioski zostaty opracowane w postaci 8 punktow, ktére czasem s3 raczej
uogdlnieniem uzyskanych wynikéw niz ,typowymi” wnioskami, ale bardzo dobrze korelujg z
postawionym celem pracy i zatozonymi hipotezami badawczymi.

Zestawiony przeglad PiSmiennictwa nie jest zbyt obszerny, ale zadawalajacy i
korespondujacy z catoscig pracy. Z reguty sa to publikacje anglojezyczne, renomowanych
czasopism o cyrkulacji miedzynarodowej z kilkunastu ostatnich lat.

W pracy zauwazytam pewne watpliwe sformufowania oraz drobne uchybienia czy

btedy redakcyjne:
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- W systematycznej nomenklaturze badanych zwigzkéw powinno pojawic sie okreslenie
Jfenylo-, dla podstawnika 2,4-dihydroksyfenylowego, a nie ,fenyl". Prawdopodobnie
naleciato$¢ z jezyka angielskiego. W opracowaniu w jezyku polskim nalezatoby uwzglednic
powyiszg uwage.

- Podobnie nazwa systematyczna MTT powinna brzmie¢: ,bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
ilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy”;

- str. 13, zdanie: ,Nastepuje tu rdwniez sekrecja zwigzkow, takich jak dwuweglany czy potas”
budzi watpliwosci, podobnie fragment (str. 21) ,réznorodne izomery sprzezonego kwasu
linolowego CLA”.

- Ponad to w Rozdziale 3. Pochodne 1,3-tiazyn — znajduje sie kilka mato precyzyjnych wyrazen
z obszaru chemii, np. ,,mozliwo$c¢ taczenia uktadu 1,3-tiazyn z innymi substancjami”

Pozycje literaturowe: 4 - Anisimov 2009 oraz 85 — Kubiak i wsp., 2014 nie s3 cytowane w
tekscie.

W podsumowaniu wyrazam, ze Autor osiggnat postawione w rozprawie cele, a
otrzymane wyniki, ich opracowanie oraz interpretacja odpowiadajg w petni oczekiwaniom w
zakresie rozwazan naukowych. Jest to wartosciowe opracowanie, ktore dostarcza wiedzy na
temat biologicznych wtasciwosci nowych uktadéw heterocyklicznych z podstawnikiem 2,4-
dihydroksyfenylowym, zaréwno na poziomie linii komorkowych jak i molekularnym. W
zwigzku z powyzszym stwierdzam, iz przediozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr
Arkadiusza M. Czerwonki pt.: ,Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej wybranych
pochodnych 1,3-tiazyn w komdrkowym modelu raka jelita grubego” odpowiada warunkom
okreslonym w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (z pézniejszymi zmianami) o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym
whnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie pragne podkreslic wysoki poziom naukowy, ponadprzecietny wktad
pracy w przeprowadzenie badan, znaczenie poruszanych probleméw oraz istotne
uzupetnienie stanu wiedzy, dlatego tez wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréiznienie ocenianej
dysertacji.
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prof. dr hab. Joanna Matysiak
Lublin, 09-06-2015r.



