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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Michala Kuczaka zatytulowanej ,,Badanie
aktywnos$ci proliferacyjnej oraz mechanizmow dzialania pochodnych chinoliny w celu

potencjalnego zastosowania w terapii przeciwnowotworowej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma uktad odbiegajgcy nieco od
stosowanego zwykle podzialu publikacji naukowych na Wstep, Material 1 Metody, Wyniki i
Dyskusje. Zamiast tego zastosowano uktad: Czg$¢ teoretyczna, Czes¢ doswiadezalna,
Podsumowanie i wnioski, Material i metody eksperymentalne. Osobiscie preferuj¢ uktad, w
ktérym wystepuje Dyskusja a wiec element rozprawy, w ktorym autor konfrontuje swoje
wyniki z wynikami opublikowanymi przez innych oraz w ktérym komentuje wyniki lub
tworzony hipotezy robocze do dalszych badan. W niniejszej rozprawie autor dokonuje
komentarza i konfrontacji na biezaco opisujac poszczegolne wyniki, co rowniez jest
akceptowalne. Rozprawa jest dos¢ obszerna. Nie liczace bibliografii, sktada si¢ ze 149 stron
tekstu.

Glownym problemem chemioterapii nowotwordw jest brak selektywnego leku, ktory
niszczylby komérki nowotworowe nie uszkadzajgc komorek prawidlowych. Istniejg juz co
prawda leki charakteryzujace si¢ duzg selektywnoscia, ale sg one stosowane do leczenia
stosunkowo rzadko wystepujgcych nowotwordéw, m.in. niektorych form bialaczki. Nadal
wigkszo$¢ stosowanych chemioterapeutykow to substancje o stosunkowo niewielkiej
selektywnosci. Kolejnym problemem chemioterapii jest rozwijajace si¢ w jej trakcie opornosé
na leki. Dlatego w chemioterapii nowotworow rzadko stosuje si¢ jeden lek. Najczesciej
podaje sie kilka r6znych substancji o zréznicowanym mechanizmie dzialania, co poprawia
zarowno skutecznos¢ jak 1 zmniejsza ryzyko pojawienia si¢ opornosci. Innym rozwigzaniem
wspomnianych probleméw chemioterapii jest zastosowanie tzw. podejscia
polifarmakologicznego. Polega ono na zastosowaniu substancji, ktore majg kilka
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moze poprawia¢ skutecznos¢ przy teoretycznie mniejszej toksycznosei. W niniejszej
rozprawie autor badal dzialanie zwigzkdéw o potencjale polifarmakologicznym, ktorych
wspolnym elementem jest wystepowanie chinoliny — dwupier§cieniowej czgsteczki
zawierajacej jeden pierscien aromatyczny oraz drugi pierscien zawierajacy atom azotu. Do
pierscieni chinoliny dolaczono rézne podstawniki i w ten sposob powstaly czasteczki, ktérych
biologiczne wlasciwosci testowano w niniejszej rozprawie.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie aktywnosci antyproliferacyjnej oraz proba
lepszego zrozumienia mechanizmoéw dziatania wspomnianych pochodnych chinoliny. Badano
dzialanie wybranych zwigzkoéw w odniesieniu do komorek nowotworowych roznego
pochodzenia (rak jelita grubego, trzustki oraz glejak) a uzyskane wyniki poréwnywano z
wplywem zwigzkow na prawidtowe ludzkie komorki (fibroblasty). Dodatkowo komérki
nowotworowe roznily si¢ statusem genu 7P353 kodujacego jedno z najwazniejszych biatek
chronigcych komorke przed przeksztalceniem sie¢ w komorke nowotworowg. Uktad
eksperymentalny byt stosunkowo prosty. Komorki w hodowli in vifro eksponowano przez
okreslony czas na badane zwigzki, a nastgpnie mierzono proliferacje komodrek testem MTS,
okreslano rozktad komorek w poszezegdlnych fazach cyklu proliferacyjnego przy pomocy
cytometri przeplywowej, oceniano stres oksydacyjny przy pomocy pomiaru reaktywnych
form tlenu oraz ilosci zredukowanego glutationu w komorce. W stosunku do wybranych
gendw oraz komorek przeprowadzono bardziej szczegdtowe badania molekularnej
odpowiedzi na dzialanie zastosowanych zwigzkéw. Badano poziom aktywnosci wybranych
genow kodujacych biatka tagodzace stres oksydacyjny, biatka cyklu komérkowego i
programowanej $Smierci komorek (apoptozy) oraz biatka kodujgce transportery glukozy.

Przeprowadzenie zaplanowanych doswiadczen wymagato bardzo duzego naktadu
pracy. Przebadano antyproliferacyjne wlasciwoscei 82 pochodnych chinoliny przeprowadzajac
test MTS na wywodzacych si¢ z raka jelita grubego liniach komorkowych HCT116 w wersji
wyjsciowej oraz w wersji pozbawionej biatka pS53. Dla poroéwnania test przeprowadzono na
prawidtowych ludzkich fibroblastach. Po przebadaniu 82 pochodnych wybrano 10
charakteryzujacych sie najkorzystniejszymi wlasciwosciami antyrpoliferacyjnymi i
przetestowano ich dzialania na rozszerzonym panelu linii komérkowych. Dwa zwigzki SQ31 i
SQ62 wykazywaly zroznicowane dziatania w stosunku do komorek HCT116 z roznym
statusem genu 7P53. Dwa zwigzki SQ48, SQ63 wykazywaty bardzo dobre wiasciwosci
antyproliferacyjne, dziataty w niskich stezeniach i selektywnie w stosunku do komodrek

nowotworowych.




Do molekularnej analizy mechanizméw dziatania wybrano zwigzki SQ48 i SQ60.
SQ60 wybrano ze wzgledu na duze réznice w aktywnosci w stosunku do dwoch réznych linii
komorkowych pochodzacych z rdznych nowotworéw i roznigeych sie statusem genu 7P53
(HCT116 1 U-251). Testowane zwigzki zwigkszaly odsetek komdrek znajdujacych sie w fazie
syntezy DNA cyklu komorkowego natomiast zmniejszal sie odsetek komoérek w fazie G1.
Testem aneksynowym badano réowniez indukcje apoptozy. Najsilniejszy efekt wywotat
zwigzek SQ48 w komorkach HCT116. Oba zwiazki w obu liniach komérkowych generowaty
po 24 godzinach inkubacji zwigkszong ilo$¢ reaktywnych form tlenu i spadek ilosci
zredukowanej formy glutationu, co $wiadczy o zachodzgcym procesie ochrony komorek
przed stresem oksydacyjnym. W mojej ocenie najciekawszg obserwacja poczyniong na tym
etapie badan bylo dostrzezenie wzrostu ilo$ci biatka HIF-10 oraz biatka HO-1 (oksygeneza
hemowa) w komorkach U-251 traktowanych SQ48 i SQ60. Zwykle wzrost ilosci HIF-1a.
odbywa si¢ w warunkach obnizonego stezenia tlenu w srodowisku komérek (hipoksja). W
tym przypadku komorki rosty w warunkach tlenowych. Oba testowane zwigzki wywolaty
molekularny skutek podobny do hipoksji. Autor sugeruje, powolujac si¢ na dane literaturowe,
ze to stres oksydacyjny generuje wzrost ekspresji biatka HIF-10. Bardzo mozliwe. Jednak
zabraklo mi wyjasnienia glownego mechanizmu aktywacji tego czynnika, w ktérym biorg
udziat bialka VHL i hydroksylaza prolinowa. W tym miejscu rozprawy autor w swoim
komentarzu do uzyskanych wynikow przeoczyt dos¢ istotng informacje z pismiennictwa.
Mianowicie, gen oksygenazy hemowej-1 (HO-1, oficjalna nazwa HMOX]) jest aktywowany
przez bialko HIF-1a (przyktadowo Kang MJ, Kim HJ, Kim HK, Lee JY, Kim DH, Jung KJ,
Kim KW. Baik HS, Yoo MA, Yu BP, Chung HY. The effect of age and calorie restriction on
HIF-1-responsive genes in aged liver. Biogerontology. 2005;6(1):27-37. doi: 10.1007/s10522-~
004-7381-z. PMID: 15834661, Lee PJ, Jiang BH, Chin BY, Iyer NV, Alam J, Semenza GL,
Choi AM. Hypoxia-inducible factor-1 mediates transcriptional activation of the heme
oxygenase-1 gene in response to hypoxia. J Biol Chem. 1997 Feb 28;272(9):5375-81. PMID:
9038135.). Tak wiec zaobserwowany wzrost ekspresji HO-1 jest najprawdopodobniej
konsekwencjg zaobserwowanej przez autora aktywacji HIF-1a. Jest to w mojej ocenie bardzo
ciekawa obserwacja rodzgca interesujgce pytania. A mianowicie jaki jest mechanizm
aktywacji HIF-1o w komorkach U-251 pod wplywem SQ48 i SQ60 i dlaczego ten
mechanizm praktycznie nie dziala w komorkach HCT-116? Nie oczekuje od doktoranta
odpowiedzi na te pytania, ale moze warto w dalszych badaniach podazy¢ tg $ciezka. Z
pewnoscig nalezy wzigé pod uwage wspomniane wyzej opublikowane obserwacje przy
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W kolejnej czescei pracy autor dokonal pewnej modyfikacji testowanych pochodnych
chinoliny, w podstawniku sterylowym zastgpiono pierécien fenylowy pierscieniem furanu. W
oparciu o tg zmiane zsyntetyzowano seri¢ o$miu nowych analogdéw chinoliny 1
przeprowadzono testy ich aktywnosci antyproliferacyjnej oraz analizowano wstepnie
mechanizm molekularnego dziatania. Sposrod pochodnych furanylwinylochinoliny
najwiekszg aktywno$¢ wykazata pochodna FVQ9. Wartos¢ IC50 tego zwigzku przyjmowala
warto$¢ ponizej 0,1 uM. Autor zbadat wplyw FVQ9 na aktywacje genow SOD2 1 CAT
kodujgcych biatka lagodzace skutki stresu oksydacyjnego. Zwiazek powodowal umiarkowang
aktywacje SOD2 w komorkach HCT116 oraz U-251. W komdrkach HCT116 zwiazek FVQ9
powodowal akumulacje p53 oraz biatek gendéw regulowanych przez p53 — p21 i FAS.
Ponadto nastgpila silna akumulacja biala HO-1, co mogloby $wiadezy¢ o aktywacji czynnika
transkrypcyjnego HIF-1a. Jednak autor stwierdzit, ze do aktywacji HIF-1a nie doszlo
(wynikow nie zaprezentowano). Istnieje wige inna przyczyna akumulacji HO-1. Ponadto,
FVQ9 powodowat silng akumulacje transportera glukozy czyli biatka GLUTL. Z tego powodu
autor poswiecil wiecej uwagi zbadaniu wplywu zwigzku FVQ9 na ekspresje gendw
kodujacych transportery glukozy badajgc je metodg RT-PCR, czyli okreslajac wzgledna
liczbe ich czgsteczek mRNA w komérce. Ten eksperyment wykazal, ze rzeczywiscie zwigzek
FVQ9 aktywuje gen GLUT-1 w komérkach zawierajgcych prawidtowy genp53, jednak
stopien aktywacji nie jest duzy. Ponadto zwigzek aktywowatl gen innego transportera glukozy
— GLIUT-4 w komorkach pozbawionych prawidtowego biatka pS3. W odniesieniu do tej
czesdei doswiadezen mam pewng uwage. Autor uzyt zwiazku o skrocie BAY-876 jako
pozytywng kontrole (inhibitor biatek GLUT) w doswiadczeniach w ktorych badat ekspresje
gendéw GLUT na poziomie mRNA. Trzeba pamigtac, ze ten inhibitor hamuje aktywnos¢
biatek (gltownie GLUT-1) a nie transkrypcje ich genéw. Mimo tego, wnioski uzyskane z tej
fazy doswiadczen sg poprawne.

W mojej opinii praca zyskataby na klarownosci gdyby rozdzieli¢ prezentacje wynikow
od ich komentarza (dyskusji). Ulatwitoby to przyswojenie najistotniejszych informacji. W
obecnej formie poszczegdlne fakty i obserwacje sg ,,rozwodnione” komentarzem i
spekulacjami co utrudnia wylapanie najistotniejszych tresci. Wysoko oceniam pomysl, ktéry
byl inspiracja do przygotowania tematu rozprawy, podziwiam tez naktad pracy laboratoryjnej,
jaka zostata wlozona w wykonanie doswiadczen. Praca jest dobrze napisana pod wzglgdem
jezykowym. Jesli spelnia ona odpowiednie wymagania formalne, zwlaszcza te dotyczgce

publikacji wynikow, nalezy rozwazy¢ jej wyroznienie.




Whiosek koncowy
Rozprawa doktorska mgr Michala Kuczaka jest opracowaniem spelniajgcym wszystkie
warunki wymagane ustawg dla dysertacji doktorskich. Stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji praca doktorska Pana magistra zatytulowana ,,Badanie aktywno$ci proliferacyjne;j
oraz mechanizméw dzialania pochodnych chinoliny w celu potencjalnego zastosowania
w terapii przeciwnowotworowej”, stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu
naukowego oraz spetnia wymogi art. 14 ust. 2 pkt 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U.
z 2017 1., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz.
1669), a stopien doktora moze by¢ nadany w dziedzinie i dyscyplinie okreslonej w przepisach
wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy. W zwigzku z powyzszym, przedstawiam
wniosek o dopuszczenie Pana mgr Michata Kuczaka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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