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Celem badan stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej mgr Beaty Powroinik
byto oszacowanie wiasnosci mutagennych i genotoksycznych szeregu aktywnych biologicznie
nowych zwigzkdw — potencjalnych lekéw. W tym celu Doktorantka postanowita wykorzystaé
wybrane modele in silico i in vitro alternatywne w stosunku do badan na zwierzetach.
Autorka zaplanowata weryfikacje osiaganych wynikéw eksperymentéw poprzez poréwnanie
z danymi uzyskanymi w innych modelach badawczych oraz przeprowadzenie modyfikacji
metodyki wybranego testu mutagennosci in vitro. Wykorzystata réwniez testy in vitro do
oznaczenia antymutagennosci badanych zwigzkdw.

Ocena mutagennosci i genotoksycznosci jest wymaganym i niezbednym etapem
rozwoju nowego leku. Istnieje wigc potrzeba opracowania i stosowania szybkich i wzglednie
tanich testéw przesiewowych. Wytyczne OECD dotyczace metod oceny bezpieczeristwa
zwigzkow chemicznych ktada nacisk, o czym pisze we wstepie do rozprawy Doktorantka, na
rozwdj i walidacje metod alternatywnych w stosunku do badar na zwierzetach. Tematyka
podjeta przez Doktorantke jest wiec niezwykle aktualna i dotyczy poszukiwania szybkich
i tanich metod alternatywnych, do zastosowania we wczesnych etapach badaf nad
rozwojem nowego leku. Przeprowadzone badania majg réwniez istotny aspekt aplikacyjny:

przedmiot badan stanowity nowe zwigzki o zdefiniowanej aktywnoici w osrodkowym



ukfadzie nerwowym. Uzyskane przez Doktorantke wyniki przyczynity sie wiec do selekcji
potencjalnych lekdw do dalszych badan przedklinicznych.

Uzasadnieniem zainteresowania wybrang tematykq badawczg jest opracowany przez
Doktorantke obszerny wstep do rozprawy. Autorka definiuje w nim pojecia genotoksycznosci
i mutagennodci, oraz analizuje mechanizmy tych proceséw. Gféwna uwage poswieca jednak
alternatywnym metodom oceny toksycznosci potencjalnych lekdw. Autorka przedstawia
najwazniejsze wymogi europejskiego standardu badan na zwierzetach oraz informacje
zawarte w wytycznych OECD oraz ICH, dotyczace metod oceny bezpieczeristwa substancii
chemicznych. Nastepnie definiuje, czym s3 metody alternatywne badania genotoksycznosci
i mutagennosci i obszernie analizuje stosowane metody badan in vitro, w tym modele
prokariotyczne oraz eukariotyczne (z wykorzystaniem grzybéw, muszki owocowej i linii
komérkowych). Osobny podrozdziat Doktorantka poswieca metodom badan in sifico oraz
stosowanym programom komputerowym. Kolejny fragment przegladu literaturowego
poswigcony jest aspektom prawnym badania mutagennosci i genotoksycznosci
potencjalnych substancji leczniczych.

Zaprezentowany w dysertacji przeglad pismiennictwa jest bardzo szeroki; obejmuje
184 pozycje, w wysokim procencie opublikowane w okresie ostatnich 5 lat. Stanowi on
czytelng podstawe dia postawionej przez doktorantke hipotezy badawczej. Z uznaniem
pragng podkreslié, ze wéréd cytowanego pismiennictwa znajduja sie dwie pozycje
wspotautorstwa Doktorantki oraz promotora niniejszej pracy — prof. dr hab. Elzbiety Pekala.

Gtéwnym celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo przeprowadzenie badan
szacujacych wtasciwosci genotoksyczne i mutagenne dla 29 nowych zwiazkéw otrzymanych
na drodze syntezy w Zakladzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej Ui CM
{pochodne aminoalkanolowe} oraz w Zakladzie Chemii Lekéw Katedry Chemii
Farmaceutycznej UJ CM (sulfonamidowe pochodne aryloksyetylowe amin alicyklicznych oraz
sulfonamidowe pochodne arypiprazolu). Posréd badanych zwiazkéw 12 bylo zwiazkami
chiralnymi. Osiem sposréd zwiazkow chiralnych bylo badanych wytacznie w postaci
mieszaniny racemicznej, trzy w postaci izomerdw R, S, oraz mieszaniny racemicznej a jeden
wytacznie w postaci rozdzielonych izomeréw R i S. W sumie Doktorantka przeprowadzita
wigc badania 36 substancji. Wszystkie badane zwiazki wykazaly we wczeéniej
przeprowadzonych badaniach biologicznych aktywno$¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym,
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i przeciwpsychotyczna. Podjecie przez mgr Beate Powroinik badari genotoksycznosci
i mutagennosci tych zwigzkdw byto wiec celowe i stanowito bardzo istotny element badar
przedklinicznych potencjalnych lekdw.

Biorac pod uwage cel i stosowana metodyke, badania wifasne Autorki mozna
podzieli¢ na trzy kolejne etapy. Pierwszy etap pracy polegat na wstepne]j ocenie toksycznosci
badanych zwigzkéw metodami in silico, przy uzyciu programu OSIRIS Property Explorer.
Sposréd analizowanych struktur wytypowane zostaly cztery — dwie pochodne aminoalkanoli
oraz dwie sulfonamidowe pochodne arypiprazolu — dla ktérych istniato umiarkowane
prawdopodobieristwo wywotania efektu mutagennego. Wszystkie pochodne aminoalkanoli
byly tez obcigione potencjatem draznigcym. Dla zwiazku z tej grupy oznaczonego numerem
15 program OSIRIS przewidywat dodatkowo dziatanie karcynogenne oraz teratogenne.

W drugim etapie pracy, w celu zweryfikowania danych wynikajacych z symulacji
metodg in silico, Doktorantka przeprowadzita badania aktywnosci mutagennej tych samych
zwigzkéw metodami in vitro. Zastosowata dwa rdine modele badawcze: test Amesa oraz
test Vibrio harveyi. Interpretacje uzyskanych wynikéw Autorka przeprowadzita w oparciu
o analizg¢ statystyczng oraz analize wartosci wspétczynnika mutagennoéci MI. Zadna
z badanych substancji nie wykazata aktywnosci mutagennej (wartosci MI <2). Natomiast
analiza statystyczna zaleznosci miedzy liczba kolonii rewertantéw his* w stosunku do
rozpuszczalnika dla jedenastu zwigzkéw data wartosci znamiennie wyisze, co sugerowato
aktywnos¢ mutagenng. Niemniej nie stwierdzono dla tych zwigzkéw zaleinosci typu
stezenie-aktywnosC mutagenna, bedacego potwierdzeniem takiego dziatania, Uzyskane
przez Doktorantke wyniki wskazuja, ze efekty symulacji metoda in silico nie catkowicie 53
zgodne z wynikami badar in vitro. Cztery wytypowane jako mutagenne zwiazki nie wykazaty
takich wiasnosci w testach in vitro.

Istotnym osiagnigciem Autorki rozprawy byta ocena przydatnosci mikrobiologicznego
testu Vibrio harveyi do skriningowych testéw aktywnoséci mutagenne] oraz opracowanie
wersji mikroplytkowej tego testu, znacznie ograniczajgcego objetosci wykorzystywanych
mediéw  hodowlanych, odczynnikéw oraz  testowanych zwigzkow,  szybkiego
i umozliwiajgcego jednoczesne testowanie wielu substangji.

W trzecim etapie badan p. mgr Beata Powroinik przeprowadzita ocene aktywnosci
antymutagennej wybranych zwigzkéw, dla ktérych w tescie Amesa analiza statystyczna nie

wykazata potencjatu mutagennego. Do badan wykorzystata zmodyfikowane wersje testu

3



Amesa oraz testu Vibrio harveyi. Na podstawie wynikdw uzyskanych w obu testach
Doktorantka wyselekcjonowata trzy struktury, ktérych aktywnosé antymutagenng ocenita
jako wysoka: izomery R oraz S [2-[2-(2,6-dimetylofenoksy)etoksy]etyloamino]propan-1-olu
(preparaty 1 i 2) oraz  N-[3-[4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]propylo]-7-
chinoclinosulfonamid (zwigzek 33).

Reasumujac, warte podkreslenia s3 zalety, zaréwno poznawcze jak i aplikacyjne
recenzowanej pracy:

1. Opracowany zostat mikroptytkowy test Vibrio harveyi oraz przeprowadzona zostata

ocena jego przydatnosci do skriningowej oceny mutagennosci badanych substancii.

2. Przeprowadzone zostato poréwnanie wynikéw osigganych przy zastosowaniu réznych
modeli badawezych. W znaczacej czesci przypadkéw wyniki uzyskane z symulacji
komputerowej i badan in vitro byly zbiezne. Mozna wiec wyciagnaé¢ wniosek, ze
metoda in silico jest przydatnym lecz nie idealnym narzedziem w przewidywaniu
mutagennosci syntezowanych zwigzkow.

3. Wykorzystujac proste modyfikacje testéw Amesa i Vibrio harveyi przeprowadzone
zostato badanie antymutagennosci wiekszoici sposrod badanych substancji,
dostarczajac dodatkowych danych na temat ich aktywnoéci biologiczne;j.

4. Przeprowadzone przez Doktorantke badania mutagennosici i antymutagennosci
nowych, aktywnych biologicznie zwigzkéw dostarczyly danych przydatnych dla
ewentualnego przeprojektowania czasteczek, przyczynity sie réwniez do selekcji
potencjalnych lekéw do dalszych badan przedklinicznych.

Jako recenzent zobowigzana jestem do wskazania ewentualnych technicznych
niedociagnigé¢ i watpliwosci powstajacych w czasie lektury ocenianej rozprawy. Tego typu
krytyczne uwagi w przypadku recenzowanej rozprawy s3 nieliczne.

- Moim zdaniem trudno jest twierdzi¢, ze badaniom poddanc 36 nowych zwiazkéw, jezeli
niektére z 36 badanych substancji (np. substancje 1,2 3; 45i6; 7, 8 i 9) stanowig dwa
enancjomery tego samego zwigzku oraz mieszanine racemiczna.

-W zapisie nazw chemicznych zwigzkéw wykazujacych dziatanie antymutagenne (strona 109)
popetnione s3a drobne biedy.

53 to jednak niewielkie btedy formalne, w zaden sposéb nie pomniejszajgce wartosci

przedstawionej do recenzji pracy.



Natomiast problemem, ktéry warto byloby przedyskutowac jest wyisza wartosé
mutagennosci w tescie Amesa mieszaniny racemicznej (9) od kazdego z enencjomeréw Ri S
(zwiazki 7 1 8, Tabela 15 ).

Z kolei mieszanina racemiczna (3) izomerow R (1} i S (2) ma znacznie niisza
antymutagennos$¢ od kazdego z izomerdw wchodzacych w jej skiad (Tabela 19}, Interesujgce
jest, czy sa to réznice istotne statystycznie? Jezeli tak, warto by zastanowic sie nad mozliwym
wyjasnieniem tych interesujacych faktow.

Recenzowana dysertacja ma posta¢ 132 stronicowej rozprawy o klasycznym uktadzie,
zawierajgcej streszczenie w jezyku polskim i angielskim, czes¢ teoretyczng {wstep), zatozenia
i cel pracy, opis stosowanej metodyki (materialy i metody), opis badan wtasnych, dyskusje
wynikow i wnioski oraz podsumowanie. Praca napisana jest w sposob precyzyjny; zaréwno w
czesci teoretycznej, jak i opisie badann wtasnych i dyskusji wynikéw cechuje sie jasnym
skondensowanym opisem. Pod wzgledem graficznym przygotowana jest bardzo starannie.

Podsumowujac stwierdzam, ze mgr Beata Powroznik przedtozyta wartoéciowa prace,
wnoszacy wkiad do wiedzy na temat alternatywnych metod badania mutagennosci i
antymutagennosci  potencjalnych lekéw. Doktorantka wykazata sie zdolnodcig
zaprojektowania i przeprowadzenia zfoionych eksperymentéw, analizy otrzymanych
wynikow oraz formutowania wnioskéw. W mojej ocenie recenzowana rozprawa odpowiada
w petni wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum wniosek o

dopuszczenie pani mgr Beaty Powroznik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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