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Recenzja pracy doktorskiej mgra Michala Kuczaka pt. ,,Badanie aktywnosci antyproliferacyjnej
oraz mechanizmow dziatania pochodnych chinoliny w celu potencjalnego zastosowania w terapii

przeciwnowotworowej”

Jednym z gtownych probleméw wspotczesnej medycyny jest obserwowany wzrost opornosci
wielolekowej (MDR) na szereg substancji leczniczych, w tym na cytostatyki. Obecny stan wiedzy na
temat chorob nowotworowych pozwala wnioskowaé, ze do osiggnigcia catkowitego sukcesu
terapeutycznego konieczne jest zastosowanie lekow/terapii dziatajacych poprzez zrdznicowane
mechanizmy, ukierunkowane na mikrosrodowisko guzéow nowotworowych. Praca doktorska mgra
Michata Kuczaka wpisuje si¢ w ten nurt poszukiwan i dotyczy waznego i interdyscyplinarnego Kierunku
badan jakim jest polifarmakologia. Jej zalozeniem jest poszukiwanie lekéw dziatajacych
wielokierunkowo na rozne punkty uchwytu (biatka sygnatowe, enzymy czy receptory szlakow
metabolicznych), dzieki czemu mozliwe jest zwiekszenie skutecznos$ci zastosowanej terapii przy
jednoczesnym ominigciu zjawiska lekoopornosci. Podjeta w ocenianej pracy doktorskiej tematyka
badawcza miesci si¢ w zakresie szeroko rozumianej chemii medycznej i jest rozwijana od kilku lat z
bardzo interesujagcymi rezultatami w Instytucie Chemii Wydzialu Nauk Scistych i Technicznych
Uniwersytetu Slaskiego pod kierunkiem promotora niniejszej pracy prof. dr hab. Roberta Musiota.
Przedstawiony do oceny material do§wiadczalny jest obszerny, a jego powstanie nie byloby mozliwe bez
wieloletniej wspotpracy interdyscyplinarnych zespotow naukowych posiadajacych duze doswiadczenie
badawcze w roznych dziedzinach (t. j. chemia organiczna, biofizyka, biologia molekularna i
farmakologia) i dysponujacych zaawansowana, specjalistyczng aparaturg naukowa.

Rozprawa doktorska Pana mgr Michata Kuczaka stanowi spdjne tematycznie 189 stronicowe
opracowanie, ktore zostato napisane bardzo poprawnym jezykiem naukowym. Praca zawiera wszystkie
wymagane rozdzialy tj. wstep, cel i zakres pracy, czes$¢ teoretyczng (literaturows), cze$¢ doswiadczalng
obejmujaca badania wlasne, podsumowanie wynikow 1 wnioski, opis materiatbw 1 metod
eksperymentalnych, oraz bibliografi¢. Kolejno$¢ rozdziatow w rozprawie i cytowane piSmiennictwo nie
budzg zastrzezen recenzenta. Ponadto, rozprawa zawiera starannie przygotowane 42 rysunki i 24 tabele,
ktore zacznie ulatwiaja zrozumienie omawianych wynikow. Po krotkim opisie zastosowanej analizy

statystycznej zostal umieszczony szczegdtowy wykaz stosowanych w pracy skrotow.
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Pismiennictwo liczy az 414 odnosniki literaturowe, ktore zostaty odpowiednio dobrane i odnoszg si¢ do
uznanych czasopism naukowych, Warto podkresli¢, ze Doktorant si¢gngt bardzo wnikliwie do zrodet
naukowych, czesto do$¢ odlegtych czasowo, jak np. JACS z 1951 r, chociaz wigkszo$¢ cytowanych prac
opisuje osiagnigcia ostatnich kilkunastu lat. Wykorzystanie w pracy tak licznych pozycji literaturowych
swiadczy 0 swobodnym postugiwaniu si¢ Doktoranta literaturag fachowsg oraz orientowaniu si¢ w
najnowszych osiagnigciach naukowych w tematyce, ktorej dotyczy praca.

Doktorant na koncu dysertacji zawarl kilka waznych informacji dotyczacych o0siggnieé
naukowych. Dowiadujemy si¢ zatem, ze jest wspotautorem az 11 artykutéw opublikowanych w bardzo
dobrych czasopismach naukowych (J. Hazard Mater., ACS Sustain. Chem. Eng., Cancers, Int. J. Mol.
Sci., Eur. J. Med. Chem., Nanomaterials, Bioorg. Chem.), a takze 8 komunikatow konferencyjnych.
Biorac pod uwage najbardziej aktualne wartosci wspotczynnikow oddziatywania czasopism, Doktorant
moze pochwali¢ si¢ imponujgcym wynikiem (sumaryczny IF2o21 tych prac wynosi 86,969). Biorac pod
uwage wiek Doktoranta oraz etap rozwoju kariery naukowej przytaczane dane uwazam za wyrdzniajace.
Ze swojej strony moge pogratulowaé Autorowi i zyczy¢, aby nie zwalnial tempa, kontynuowat
prowadzenie badan na tak wysokim poziomie, a z pewnoscig niebawem znajdzie si¢ w gronie wybitnych
mtodych naukowcow.

Przedstawione przez Autora cele pracy doktorskiej zostaty jasno i poprawnie sformutowane i sg
adekwatne do podjetego tematu rozprawy. Glowng koncepcja pracy jest zbadanie aktywno$ci nowych
pochodnych styrylochinoliny oraz furanylwinylochinoliny wobec wybranych komoérek nowotworowych o
réznym pochodzeniu (glejaki, nowotwor jelita grubego i trzustki) i ekspresji biatka p53. Ponadto celem
przeprowadzonych badan byta proba wyjasnienia mechanizmow molekularnych odpowiedzialnych za ich
aktywnos$¢ antyproliferacyjng (m. in. okreSlenie rodzaju smierci komorkowej oraz poziomu ROS i
wybranych antyoksydantéw). Dodatkowo, w celu okreslenia selektywnosci badanych zwigzkéw wobec
komorek nowotworowych, przeprowadzono testy cytotoksycznosci na komorkach prawidtowych
(ludzkich fibroblastach).

W czgéci literaturowej Autor przedstawia aktualny stan wiedzy na temat wlasciwosci
biologicznych pochodnych chinoliny. Oméwione sa tu miedzy innymi problemy zwigzane z
projektowaniem nowych lekéw nalezacych do tej grupy zwigzkoéw, oceng ich aktywnos$ci biologicznej i
mozliwo$ciami potencjalnych aplikacji. Dodatkowo, na podstawie wnikliwego przegladu literaturowego,

Autor zebrat szereg istotnych i ciekawych informacji na temat aktualnych trendow chemii medycznej.
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Nastepnie Pan mgr Michat Kuczak opisal molekularne podstawy przebiegu cyklu komoérkowego
oraz apoptozy podczas procesu nowotworzenia, zwracajac uwage na funkcje najistotniejszych biatek
odgrywajacych kluczowa rol¢ w obu procesach. Z oczywistych wzgledow najobszerniej zostato
omoOwione biatko p53 bedace gléwnym czynnik transkrypcyjny o wlasno$ciach supresora
nowotworowego. Pozostale podrozdzialy dotycza problematyki szeroko rozumianej homeostazy
redoksowej ze szczeg6lnym uwzglednieniem wplywu glukozy, tlenu oraz reaktywnych form tlenu
obecnych w komoérkach nowotworowych na procesy progresji nowotworow. Roéwnolegle zagadnienia z
tym zwigzane (glikoliza, hipoksja, stres oksydacyjny) zostaly omoéwione w kontekscie projektowania
nowych lekow i strategii przeciwnowotworowych. Cze$¢ literaturowa konczy krotkie omowienie
aktywnosci biologicznej i mechanizmow dziatania zwigzkéw chemicznych projektowanych w celu
przywrdcenia prawidtowych funkcji zmutowanego biatka p53.

Uwazam, ze wstep literaturowy jest $wiadectwem dobrego przygotowania teoretycznego
Doktoranta do realizacji zroznicowanych badan. Material ten zostal opracowany w sposob zwiegzly i
zrozumiaty 1 zawiera jedynie drobne nieécistosci. Na stronie 18 Doktorant niepoprawnie zalicza tlen
singletowy do form wolnorodnikowych, podczas gdy jest to jedna ze wzbudzonych form tlenu
czasteczkowego. Podczas obrony chcialbym dowiedzie¢ si¢ od Doktoranta jakie sg roznice migdzy
reaktywnos$cig wolnych rodnikow tlenowych i tlenu singletowego i czy istniejg metody pozwalajace na
selektywng detekcje roznego rodzaju ROS zarowno w roztworach jak i w uktadach biologicznych in
vitro. Jestem tez ciekawy czy Doktorant dysponuje wiedza na temat metod monitorowania hipoksji nie
tylko w komorkach, ale tez in vivo w guzach nowotworowych.

Rozdzial 10 zawiera to najbardziej obszerna czg¢$é pracy obejmujacy interpretacje wynikoéw
doswiadczalnych. Lektura tej czesci i analiza opisanych w pracy wynikoéw zajeta recenzentowi najwigce;j
czasu, dlatego tez jestem pelen uznania dla ogromu pracy jaka wlozyl Doktorant w ich otrzymanie,
staranne zestawienie i omoéwienie. Na poczatku zostala omowiona aktywnos$¢ antyproliferacyjna 82
zwigzkéw bedacych pochodnymi styrylochinoliny wobec dwoch sublinii komérek HCT 116. Dla
wszystkich przebadanych z tej grupy zwiazkow Autor wyznaczyt wartosci stezenia powodujacego
zahamowanie aktywnosci metabolicznej u 50 % populacji komorek (ICso), a nastgpnie dokonat
szczegOlowej analizy zaleznos$ci struktura-aktywnosé. Doktorant brat pod uwage migdzy innymi takie
aspekty strukturalne jak acetylowanie grupy hydroksylowej w pierscieniu fenylowym, wprowadzenie

atoméw halogenow, lokalizacje podstawnika styrylowego czy nitrowanie grupy fenylowej tegoz
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podstawnika. W analizach zaleznosci struktury z aktywno$cia, zostato stwierdzone miedzy innymi, ze: i)
substytucja grupy metoksylowej w pozycje meta podstawnika styrylowego z reguty poprawia aktywnos¢
przeciwnowotworowg; ii) podstawienie pierScienia fenylowego grupa etoksylowa wrecz przeciwnie -
zmniejsza ich aktywnos$¢; iii) bardziej aktywnym okazat si¢ zwigzek, w ktorym acetylowaniu poddano
grupe hydroksylowa w pier$cieniu fenylowym , iv) pochodna z grupa acetyloksylowa w pozycji para nie
wykazywata aktywnosci antyproliferacyjnej; v) halogenowanie z reguly nie prowadzito to znacznego
zwigkszenia cytotoksyczno$ci (efekt zalezal od rodzaju halogenu i pozycji do ktorej zostal przytaczony);
v) nitrowanie grupy fenylowej podstawnika styrylowego znacznie zwigkszalo aktywnos¢
przeciwnowotworows.

Z przebadanej biblioteki zwigzkow wyselekcjonowano dziesie¢ najbardziej aktywnych i
selektywnych pochodnych, ktore nastepnie przebadano na bardziej opornych i agresywnych komorkach
nowotworowych, tj. komorki glejaka U-251 komorki nowotworow trzustki PANC 1 oraz AsPC-1.

Do ciekawszych wnioskow wyciagnietych przez Autora pracy, nalezy zaliczy¢ spostrzezenie, ze
najwigksza aktywno$¢ wykazywaty pochodne z podstawnikiem dotgczonym do wegla C2 w pozycji orto
oraz te z przytaczonymi podstawnikami nitrylowymi i nitrowymi oraz wskazanie, iz zdolno$¢ do
chelatowania jonéw metali przez pochodne 8-hydroksychinoliny prowadzi do generowania wolnych
rodnikéw, co skutkuje wywolaniem stresu oksydacyjnego i1 skierowaniem komorek na droge apoptozy.
Zagadnienia te byly badane przez Doktoranta w dalszej czgsci pracy. Otrzymane wyniki potwierdzity, iz
badane zwiazki prowadzity do wzrostu stezenia wewnatrzkomoérkowych ROS, co z kolei skutkowato
zmniejszeniem si¢ ilosci zredukowanej formy glutationu, w efekcie czego nastgpowato zaburzenie
rownowagi redox komorek i ich skierowanie ich na $ciezke apoptozy.

Szkoda, ze pomiary spektrofluorymetryczne z zastosowaniem odczynnika CellROX Green byly
jedyna metoda wyznaczenia z ilosci ROS. By¢ moze warto tez przemysle¢ rozszerzenie tych badan o
bardziej ilosciowe pomiary konkretnych form rodnikowych tudziez innych typow ROS i tym samym
pokuszenie si¢ o bardziej szczegblowa analize mechanizmow molekularnych.

Przedstawione w pracy badania mozna uzna¢ za dos¢ rutynowe, jednak dzieki przedstawionej w
ten sposob analizie zalezno$ci struktura-aktywno$é, mozliwe bylo zaprojektowanie nowej biblioteki
zwiazkow o potencjalnie wigkszej aktywnosci przeciwnowotworowej. Kolejna cze$¢ pracy dotyczyta
zatem oceny aktywnosci antyproliferacyjnej 8 a w zasadzie 9 pochodnych furanylwinylochinoliny. Przy
takiej iloéci badanych zwigzkoéw, osobiscie pokusitbym si¢ 0 dodatkowy eksperyment, ktory pozwolitby

na okreslenie faktycznej ilosci badanych zwigzkéw w komorkach, a nastepnie poréwnanie uzyskanych
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danych z aktywnoscia antyproliferacyjng. Chciatbym si¢ dowiedzie¢, jakie ma Doktorant pomysty na
przeprowadzenie eksperymentow pozwalajagcych na zbadanie lokalizacji komorkowej i ilosciowe
okreslenie st¢zenia badanych zwigzkéw w komorkach. Bardzo ciekawe bytoby rowniez uzupehienie tych
badan o okreslenie zaleznosci przezywalno$ci komorkowej w zaleznosci od ilosci zwigzkéw w
komorkach w warunkach hipoksji 1 normoksji. To z kolei mozna by skorelowa¢ z mechanizmami
generowania roznych ROS in vitro.

W rozdziale ,,Materialy i metody eksperymentalne” znajduje si¢ spis stosowanych odczynnikow,
krotka charakterystyka sprze¢tu laboratoryjnego oraz opis stosowanych hodowli komorkowych
doswiadczen przeprowadzonych in vitro. W czesci poswigconej metodyce badan biologicznych,
Doktorant opisuje stosowane przez Niego testy do okreslania aktywnosci antyproliferacyjnych badanych
pochodnych, oceny ich wptywu na generowanie ROS, indukcje apoptozy, ekspresj¢ biatek zwigzanych z
wybranymi szlakami metabolicznymi itd. Uwazam, ze opis stosowanych materiatdéw i metod speinia
swoja zasadniczg role, poniewaz zawiera niezbgdne informacje umozliwiajace odtworzenie warunkow

badan przez niezaleznych badaczy.
Do najwazniejszych osiagnie¢ uzyskanych przez mgra Michata Kuczaka zaliczam:

e Zbadanie aktywno$ci antyproliferacyjnej 91 nowych zwiazkow z grupy chinoliny
wzgledem dwoch sublinii komorek nowotworu jelita grubego, a dla 10 najbardziej
obiecujacych zwigzkow réwniez wzgledem komorek glejaka i nowotworow trzustki.

e Przeprowadzenie skrupulatnej analizy zaleznosci struktura-aktywnos¢ biblioteki badanych
zwigzkow oraz okreslenie profilu selektywno$ci dzialania zwigzkéw z potwierdzong
aktywnoscig biologiczng.

e Zaproponowanie mechanizmu dziatania badanych zwigzkéw, u ktorego podstaw lezy
wywotanie stresu oksydacyjnego poprzez efektywne generowanie ROS, co w

konsekwencji prowadzi do skierowanie komorek na $ciezke apoptozy.

Uwazam, ze zaprezentowana w pracy wnikliwa analiza aktywnos$ci 91 nowych zwigzkow z
uwzglednieniem Korelacji struktura-aktywno$¢ w zupelnosci wystarczytaby do nadania stopnia doktora.
Jednak dodatkowe badania biologiczne wykonane przy pomocg zaawansowanych narzedzi biologii
molekularnej pozwalaja Autorowi spojrze¢ w szerszy sposob na problematyke pracy i w istotny sposob

wzbogacaja przedstawiong do oceny dysertacje.
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Na wyroznienie zastuguje fakt, iz wyniki badan wchodzacych w zakres rozprawy opublikowano w
postaci 11 petnotekstowych artykutow w bardzo dobrych czasopismach naukowych specjalizujgcych si¢
w publikacji interdyscyplinarnych wynikow badan (J. Hazard Mater., ACS Sustain. Chem. Eng., Cancers,
Int. J. Mol. Sci., Eur. J. Med. Chem., Nanomaterials, Bioorg. Chem.). Warto doda¢, ze publikacja w
Bioorg. Chem. scisle zwigzana z tematyka doktoratu: ,, Synthesis of 8-hydroxyquinoline glycoconjugates
and preliminary assay of their 1, 4-GalT inhibitory and anti-cancer properties”, byta juz cytowana 38
razy.

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana rozprawa prezentuje wysoki poziom badan i zawiera
elementy nowos$ci naukowej. Na podkres§lenie zastuguje umiejetno$¢é wykorzystania zdobytej wiedzy
teoretycznej do praktycznego rozwigzywania skomplikowanych probleméw naukowych w zakresie
interdyscyplinarnej tematyki. Doktorant wykazal si¢ znajomoscig licznych technik badawczych, a co
najwazniejSze pracowitoscig i starannosciag w prowadzeniu badan. Wigkszo$¢ zarzutow, ktore podniostem
W niniejszej recenzji nalezy traktowac jako zaproszenie do dyskusji podczas obrony doktorskiej, nie za$
jako istotne btedy merytoryczne wptywajace na koncowa bardzo dobra oceng dysertacji. Uwazam, ze jest
to wartosciowa praca, zawierajagca obszerny materiat doswiadczalny o niewatpliwej wartosci naukowe;j,
ktory w przysztosci by¢ moze znajdzie zastosowanie praktyczne. Praca od strony jezykowej i redakcyjnej
jest rowniez bardzo dobrze przygotowana i jej lektura byta dla mnie prawdziwa przyjemnoscia.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2017 r. poz. 1789) oraz art.179 ustawy z dn. 3 lipca 2018 r. i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Uniwersytetu Slaskiego 0 dopuszczenie Pana mgra Michata Kuczaka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage nowatorski charakter pracy, jej interdyscyplinarnosc,
nickwestionowalng warto$¢ naukowa i oryginalnos¢ potwierdzong publikacjami w bardzo dobrych

czasopismach naukowych, z pelnym przekonaniem wnioskuje¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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