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Ocena pracy doktorskiej mgr Beaty Powroznik pt. "Ocena mutagennosci i
antymutagennosci zwiazkéw o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem

testéw alternatywnych”

Wprowadzenie na rynek nowego leku jest niezwykle kosztownym procesem. Koszty
te nie rozkladaja si¢ réwnomiernie na poszczegdlne etapy badan potencjalnej substancji
leczniczej i wdrazania leku. Wiekszos¢ z nich pochfania przygotowanie i przeprowadzenie
catosci procedury badan przedklinicznych i klinicznych zgodnie z obowigzujacymi — coraz
surowszymi zaréwno pod kgtem naukowym, jak i etycznym — procedurami i zasadami.
Znaczny wzrost wymagan, stawianych nowym lekom przez agencje rejestrujace (FDA,
EMEA), dotyczacych m.in. ocenie mutagennosci, skutkuje zwigkszeniem odsetka zwigzkow
odrzucanych na kolejnych etapach rozwoju. Im szybciej zostanie odkryte dzialanie, czy
wlasciwosci zwigzku uniemozliwiajace zastosowanie go w lecznictwie, tym szybciej nowy
lek trawi na rynek. Zachodzi potrzeba zastosowania technik i narzedzi umozliwiajgcych
odrzucenie badanych zwiazkéw na mozliwie poczatkowym etapie procesu rozwoju leku,
zanim osiagnie on etap kosztownych badan klinicznych.

Istnieje mozliwos¢ zastosowania metod in silico we wczesnych badaniach, nawet
jeszcze przed zsyntetyzowaniem czgstki. Zastosowanie modelowania komputerowego
podczas badan nad bezpieczenstwem potencjainych lekow pozwala wskazal obszary
wymagajace dokladnego potwierdzenia do$wiadczalnego w modelach in vitro oraz in vivo.

Powoduije to, ze do badan klinicznych dochodza czgstki bezpieczniejsze oraz z duza szansa na



spelnienie wymogdéw agencji rejestrujgcych leki. Wyznaczenie wlasciwoscei toksycznych i
dzialan niepozadanych jest niezwykle trudnym 1 zlozonym zadaniem. OkreS$lenie
Hoksycznosé” obejmuje szeroki zakres efektéw. Niejednokrotnie zblizone strukturalnie
czastki moga powodowaé rozne efekty toksyczne. W badaniach prowadzonych poczatkowo w
warunkach in silico, pdiniej in vitro, i na koncu in vivo okresla si¢ migdzy innymi: dzialanie
kancerogenne, kardiotoksyczne, hepatotoksyczne, drazniace na skorg i na oko, teratogennosc,
hematotoksyczno$¢, neurotoksycznos¢, nefrotoksyczno$¢, dzialanie fototoksyczne i
fotouczulajace.

Aktualnie prawodawstwo europejskie i amerykanskie kladzie duzy nacisk na walidacj¢
metod alternatywnych, stluzacych ocenie bezpieczenstwa wprowadzanych lekoéw i srodkow
diagnostycznych. Wiodgca podstawa aksjologiczng standardu jest zasada 3R (od ang.
replacement, reduction, refinement) czyli — zastapienia, zmniejszenia i doskonalenia zwierzat
laboratoryjnych. Wytyczne OECD dotyczace metod oceny bezpieczenstwa potencjalnych
lekéw, kiada duzy nacisk na rozwdj i walidacje metod altematywnych w stosunku do badan
na zwierz¢tach. Ocena wlasciwosci mutagennych i genotoksycznych jest jednym z
obowigzkowych etapdw postgpowania przy wprowadzaniu do badain klinicznych nowych
substancji 0 potencjalnym dzialaniu terapeutycznym. Wlasnie te zagadnienia stanowig
tematyke przedstawionej pracy doktorskiej. Wybér tematu pracy doktorskie) jest wiec wazny
i aktualny, o duzych walorach zaréwno poznawczych jak i praktycznych.

Uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z klasycznym podzialem na
rozdziaty: wstep, zalozenia i cel pracy, materiaty 1 metody, wyniki, dyskusj¢, podsumowanie,
pismiennictwo, spis tabel i rysunkdw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa
doktorska mgr Beaty PowrozZnik liczy 132 strony tekstu, w ktérych zawartych jest 19 rycin i
19 tabel. Tabele i ryciny umieszczono w tekscie, co znacznie utatwia korzystanie z nich w
czasie czytania. Praca ma klarowng struktur¢ i jest napisana wysmienicie pod wzgledem
stylistycznym i jezykowym. Doktorantka poshiguje sie precyzyjnym, zwiezlym jezykiem
naukowym, swobodnie poruszajgc si¢ w terminologii omawianych zagadnien. Praca odznacza
si¢ niezwykly starannoscia, zwraca uwage szata graficzna i edytorska pracy. Pismiennictwo
zebrane w kolejnosci alfabetycznej, jest wlasciwie dobrane i cytowane.

We wstepie pracy Doktorantka przedstawia informacje szeroko naswietlajgce zakres
tematyczny podjg¢tych badan. W rozdziatach tych Autorka szczegélowo omawia zagadnienia
dotyczace alternatywnych badan mutagennosci i genotoksycznosci. Autorka rozprawy
doktorskiej omawia aspekty prawne dotyczace badania mutagennosci i genotoksycznosci, w

tym testy dotyczace tych badan rekomendowane przez UE i OECD. Material zawarty w tej
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czescl pracy jest oparty na doglebnej analizie prac badawczych z ostatnich lat i stanowi
zdaniem Recenzentki wyczerpujace wprowadzenie do czesci doswiadczalnej. Podsumowujgc,
rozdzial ten $wiadczy o doskonalej znajomosci aktualnego pismiennictwa, duzej wiedzy i
bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki do podjetych badar.

Celem pracy doktorskiej mgr Beaty Powroznik pt. "Ocena mutagennosci i
antymutagennosci zwiazkéw o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem
testow alternatywnych” jest ocena wilasciwosci mutagennych i genotoksycznych 36 nowych
zwigzkéw chemicznych o ustalonej aktywnosci w osrodkowym ukladzie nerwowym
wybranymi metodami in silico oraz in vitro. Pierwsza grupa badanych zwiazkéw obejmuje 20
chiralnych i achiralnych pochodnych réznych aroksyalkiloaminoalkanoli. Ich aktywnos$é
przeciwdrgawkowa zostala potwierdzona w badaniach farmakologicznych in vivo w ramach
Programu Rozwojowego Lekéw Przeciwpadaczkowych (Antiepileptic Drug Development
Program, ADD) realizowanego w amerykaniskim Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH) w
Rockville. Druga grupe badanych zwigzkow stanowi 16 nowych suilfonamidowych
pochodnych aryloksyetyloamin alicyklicznych (21-28) oraz sulfonamidowych pochodnych
arypiprazolu (29-36) o wieloreceptorowym mechanizmie dzialania; wykazujacych potencjat
terapeutyczny w leczeniu afektywnych schorzen typu depresyjnego, lgkowego oraz schorzen
psychotycznych.

Kolejny rozdzial ,Metody” zostal opracowany przejrzyscie i zawiera dokladne opisy
wykorzystanych w badaniach roztworéw 1 stosowanych testow. Jest to niezmiernie istotne dla
oceny rzetelnosci i powtarzalnosci przeprowadzonych badan. Rozdzial ,,Wyniki” zawierajacy
wiele rycin i tabel stanowi obszemng i ciekawg poznawczo cze$é pracy. Ryciny, tabele i
wykresy sg czytelne i klarowne. Wyniki przedstawiono w sposob uporzadkowany, zgodny z
ukladem przedstawionym w rozdziale poswieconym metodyce badan. Autorka pracy
doktorskie] dokonala prawidlowe] oceny statystycznej wynikow korzystajgc z programu
Statistical 0.2, wykorzystala test ANOVA oraz test Dunetta.

Doktorantka dokonata wstepne) oceny toksycznoéci badanych zwigzkoéw przy uzyciu
programu komputerowego OSIRIS Property Explorer. Dzieki temu mogla wstepnie
oszacowaC¢ na podstawie struktury chemicznej takie parametry toksycznosci jak:
mutagennos$é, kancerogenno$¢, teratogennos¢ oraz wlasciwosci draznigce. Jakkolwiek
modelowanie i predykcja toksycznosci w warunkach in silico nie jest jeszcze metods
rutynowo stosowana podczas badaf nad lekiem, to wyniki podobnych do$wiadczen sg juz
wykorzystywane np. przez amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (EPA), Narodowy
Instytut Zdrowia (NIH). czy instytucje rejestrujace leki podczas procesu decyzyjnego. Dane
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uzyskane w wyniku modelowania komputerowego s3 brane pod uwagg, gdy wyniki badan
bezpieczenstwa leku nie sg jednoznaczne, jak rowniez wowczas, gdy zachodzi koniecznosé
podjecia decyzji w sytuacji braku wszystkich pozadanych informacji na temat
bezpieczenstwa, Wyniki modelowania w warunkach in silico dla strukturalnie podobnych
zwigzkow i predykcja efektéw toksycznych i klinicznych pozwalajg réwniez unikngé
dodatkowych cykli oceny toksycznosci leku. Stad wynika rosngce w ostatnim czasie
zainteresowanie metodami ir sifico oferujgcymi mozliwo$¢ skriningu znacznie wickszej
liczby zwigzkow potencjalnie aktywnych w relatywnie krétkim czasie.

Na podstawie przeprowadzonej przez Doktorantke analizy in silico przy uzyciu
programu OSIRIS wynika, ze tylko dla czterech, sposréd badanych 36 zwigzkow, istnieje
prawdopodobienstwo wywolania efektu mutagennego. S3 to zwigzki, 15 i 20 w grupie
aminoalkanoli oraz 33 i 34 w grupie sulfonamidowych pochodnych arypiprazolu. Wszystkie
pochodne aminoalkanoli 1-20 zostaly wskazane, jako te, ktore sa obcigzone potencjalem
drazniacym, w przeciwienstwie do pochodnych arypiprazolu 29-36. Z analizy
przeprowadzonej przy uzyciu programu OSIRIS zwigzek 15 zostal wskazany jako struktura, o
aktywnosci mutagennej, kancerogennej, drazniacej oraz teratogennej. Wynik badan in silico
nie zostaly w pelni potwierdzone w badaniach in vitro.

Rakotworczos¢ zwigzkéw chemicznych mozna wustalaé na podstawie badan
epidemiologicznych, ktére sg jednak badaniami bardzo diugimi (trwaja latami) i niezwykle
drogimi. Inng metods sa testy biologiczne na zwierzgtach, ktore sa rowniez czasochlonne,
drogie i nigjednoznaczne etycznie. Wobec czego, zastosowanie szybkich i tanich testow
biologicznych opartych na wykorzystaniu drobnoustrojéw do wstepnej chociazby oceny
potencjalnych kancerogenow i mutagenow, stanowi bardzo cenng alternatywe.

Istnieje wiele odmian testéw mutacji bakteryjnej, ale najczesciej stosowanym jest test
Ames’a. Test ten jest wykorzystywany przez wiele laboratoriéw i shuzy wykrywaniu mutacji
powrotnych u bakterii Salmonella typhimurium. Otrzymane wyniki postuzyly do utworzenia
licznych baz danych dotyczacych wlasciwosci mutagennych wielu zwigzkéw chemicznych.
W ramach pracy doktorskiej Autorka dokonala oceny mutatagennosci badanych zwigzkéw
przy uzyciu testu Amesa, jak rowniez ocenita przydatnos¢ mikrobiologicznego testu Vibrio
harveyi do szybkiej przesiewowej oceny wlasciwosci mutagennych nowych zwigzkow
chemicznych o aktywnosci biologicznej. Czulos¢ testu Vibrio harveyi jest poréwnywalna z
czuloscia testu Amesa, a w przypadku niektérych mutagendéw moze by¢ wyzsza. Mozna to
wytlumaczy¢ znacznie wigksza przepuszczalnoscia otoczki V. harveyi dla duzych molekul, w

poréwnaniu do otoczki Salmonella typhimurium. Na podkredlenie zashiguje fakt, ze mgr
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Beata Powroznik opracowala réwniez mikropltytkowy test Vibrio harveyi, pozwalajacy na
wstepng ocen¢ dzialania mutagennego nowych polaczen chemicznych o aktywnosci
biologicznej. Jest to niezwykle cenne, gdyz testy mikroplytkowe pozwalajg oszczgdzaé
zar6wno czas, jak 1 odczynniki. Wydaje si¢, ze réwniez test Amesa Doktorantka mogla
wykona¢ w wersji mikroptytkowej, co umozliwiloby szybka oceng aktywnosci mutagenne;j
badanych zwigzkéw.

Przeprowadzona przez Doktorantke analiza wynikéw mutagennosci w oparciu o wartosé
wspodlczynnika MI, jak réwniez na podstawie analizy statystyczne) zwiazkéw 1-36 zarowno w
tescie Amesa, jak i Vibrio harveyi dowiodla, 2ze badane zwigzki nie s3 obdarzone
aktywnoscia mutagenna. Rzetelno$¢ i wiarygodnosé wynikéw uzyskanych w tedcie Vibrio
harveyi Doktorantka zweryfikowala takze przez poréwnanie z danymi otrzymanymi w tescie
SOS/umu. Badane zwiazki (3-5, 7-12, 14-28) w ste¢zeniach 4 pg% i 50 pg nie wykazywaty
potencjalu genotoksycznego. Jedynie zwiazek 12 w wyzszym stgzeniu posiadal wlasciwosci
cytotoksyczne, co mogloby skutkowaé powaznymi zaburzeniami na poziomie tkankowym.

Mgr Beata Powroznik zbadata wlasciwosci antymutagennych polaczen 1-4, 6, 10, 11,
13, 14, 15, 18, 20-22, 24, 26, 28, 29, 32-36, wykorzystujac modyfikacje testu Amesa i Vibrio
harveyi. Okazalo sie, ze zwigzki te zaréwno w tescie Amesa, jak i Vibrio harveyi wykazywaly
umiarkowane 1 silne dzialanie antymutagenne odpowiednio wobec szczepow S. typhimurium
TA100 oraz V. harveyi: BB7, BB7M, BB7XM, BB7X. Bardzo silnym dziataniem
antymutagennym w obu przeprowadzonych testach charakteryzowaly si¢ dwie pochodne z
grupy aminoalkanoli: (R)-2-(2-(2-(2,6-dimetylofenoksy)etoksy)etyloamino)propan-1-o! (1),
($)-2-(2-(2-(2,6-dimetylofenoksy)etoksy)etyloamino)propan-1-ol (2) oraz zwigzek (N-(3-(4-
(2,3-dichlorofenylo)piperazin-1-yl)propylo)-7-chinolinosulfonamid) (33) nalezacy do grupy
pochodnych arypiprazolu. Zwiazki te rokuja bardzo dobrze, jako jedyne wykazywaly wysoki
procent hamowania potencjalu mutagennego w stosunku do wszystkich testowanych
szczepéw. Otrzymane wyniki sklaniajg do dalszych poszerzonych badan nad ich
mechanizmem dziatania chemoprewencyjnego. Zwiazki te mozna uzna¢ za struktury wiodace,
ktére mogg podlegaé dalszej optymalizacji w celu osiagniecia jeszcze korzystniejszego
dzialania antymutagennego.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka przeprowadzila szczegélowg analize uzyskanych
wynikéw. Wnioski konczace prace wynikajg z przeprowadzonych badan i odpowiadaja
postawionym celom. Czytelnik moze odczuwac jednak pewien niedosyt zwiazany z brakiem
konfrontacji badan wlasnych z osiggnigciami innych zespoléw badawczych. Nalezaloby

bardziej wyeksponowaé oryginalny wklad Doktorantki w rozwdj metod badawczych w
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zakresie aktywnosci mutagennej i antymutagennej. Przestawiony wniosek 4 “Potwierdzono,
ze metody in silico pomagajg wstepnie oszacowaé wilasciwosci mutagenne, ale wyniki muszg
byé¢ weryfikowane danymi eksperymentalnymi” ma zbyt ogdlny charakter, gdyz z jednej
strony Doktorantka korzystala tylko z jednego programu komputerowego, zas$ z drugiej
strony, zawsze badania in silico muszg by¢ potwierdzone badaniami zardbwno in vitro jak i in
vivo. Interesujgcym byloby kontynuowanie w przyszlosci badan zawartych w rozprawie
doktorskiej i skonfrontowanie ich skutecznosci z innymi testami genotoksycznodei i
mutagennosci rekomendowanymi przez OECD i UE.

Praca doktorska mgr Beaty PowroZnik rodzi kilka pytai. Najwazniejsze z nich to:

1. Czy mozliwe jest zastosowanie metod badawczych opracowanych przez Doktorantke do
wszystkich klas zwigzkéw biologicznie aktywnych np. cytotoksycznych, czy tez tylko do
wybranych klas zwigzkow?

2. Jakie sg dodatkowe ograniczenia opracowanego przez Doktorantke mikroplytkowego testu
mutagennosci Vibrio harveyi?

Mozna uznaé, ze cho¢ podjete przez doktorantke badania maja charakter podstawowy
moga mie¢ one konsekwencje aplikacyjne. Polgczenie tych dwéch cech stanowi o powaznym
ciezarze gatunkowym wynikow przedstawionych w pracy. Nalezy wspomnieé, ze czesé
przedstawionych w rozprawie doktorskiej wynikow badan zostala opublikowana w dwaoch
pracach: w Bioorg Med Chem, czasopismie o mie¢dzynarodowym zasiegu o znacznym
wspolczynniku oddzialywania (IF=2,793, 30 punktéw MNiSW) oraz w J Appl Genet. (IF=
1,477, 20 punktow MNiSW). Mgr Beata Powroznik jest réwniez drugim autorem pracy
pogladowe] dotyczacej mechanizméw dzialania zwigzkéw o aktywnosci antymutagennej
opublikowanej w J Appl Genet. Laczny IF wszystkich prac skladajacych si¢ na
przedstawiong rozprawe doktorska, lacznie z pracg pogladowa wynosi 5.747 (70 punktdéw
MNiSW). Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze Jej dorobek znacznie wykracza poza standardowe
minimum wymagan stawianych kandydatom na stopienn doktora. Mgr Beata PowroZnik jest
bowiem autorem, lub wspdtautorem innych prac nie wlaczonych do pracy doktorskiej. Laczny
dorobek naukowy Doktoranki obejmuje prace o wspdtczynniku oddzialywania IF=15,153
(180 punktéw MNiISW). Wysoki, jak na doktoranta jest takze Index Hirscha, ktéry wynosi 4.

Reasumujac przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Beaty Powroznik pt.
"Ocena mutagennosci i antymutagennosci zwiazkéw o zdefiniowanej aktywnosci
biologicznej z wykorzystaniem testéw alternatywnych” cechuje sie istotnymi walorami, do
ktérych zalicza sie adekwatng do postawionych zadahn metodyke, aktualnosé i wartosé

praktyczng uzyskanych wynikow oraz wartoséciowa dyskusje dowodzaca wiedzy 1
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opanowania tematu przez Doktorantk¢. Rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko,
uwazam za niezwykle interesujgcg oraz nowatorska. Stanowi ona samodzielny dorobek
naukowy, w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim i spelnia wymogi
okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym z
pozniejszymi poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852). Ze wzgl¢du na te walory, pragne
rekomendowaé rozprawe doktorska Beaty Powroznik pt. ”Ocena mutagennosci i
antymutagennosci zwiazkéw o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem
testow alternatywnych” do wyrdznienia.

Z wielka przyjemnoscia mam zaszezyt przedstawi¢ wniosek Wysokiej Radzie
Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie mgr Beaty PowroZnik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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