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Tematyka badar przedstawionych w rozprawie doktorskiej pani mgr Matgorzaty Mar¢
zwigzana bylta z poszukiwaniem nowych potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych -
zwigzkow, ktére wykazywatyby bezposrednie dziatanie na komodrki nowotworu
i rdwnoczesnie spetniatyby dodatkowe istotne warunki: bytyby oporne na mechanizmy MDR
(wielolekoopornosci) i miaty zarazem korzystny profil ADMET.

Bezposrednim celem pracy bylo przeprowadzenie rozszerzonego skriningu
biologicznego dla 25 zwigzkéw: 19 zwigzkow pochodnych selenu (selenoestry
i selenobezwodnik) oraz 6 pochodnych hydantoiny, oraz ocena na podstawie uzyskanych
wynikéw, czy badane zwiazki powinny przejéé do dalszych etapéw badan przedklinicznych.
Wspding cechg zwigzkéw o zréznicowanej strukturze byta wysoka aktywnos¢ we wstepnym
skriningu  biologicznym, w tym silne i selektywne dziatanie cytotoksyczne oraz
proapoptotyczne. Niektore 2z nich mialy zdolno$é odwracania mechanizméw
wielolekoopornosci.

Tematyke badar podjgta przez Doktorantke nalezy oceni¢ jako bardzo aktualna.
Wobec dramatycznych prognoz dotyczacych epidemiologii nowotworéw i narastajgcego

problemu wielolekoopornosci, limitujacej skutecznos¢ aktualnie stosowanych lekéw, czesto



cechujacych sig niekorzystnymi wiasciwosciach ADME, poszukiwanie nowych rodkéw jest
niezwykle istotne.

Bardzo interesujgce s3 podjete przez Doktorantke rozszerzone badania aktywnosci
biologicznej oraz ADMET grupy organicznych zwigzkdw selenu. Od doé¢ dawna wiadomo, ze
wiele zwigzkéw selenu — organicznych i nieorganicznych — wykazuje silne, zaleine od typu
zwigzku dziafanie biologiczne, w tym przeciwnowotworowe. Moze ono byé efektem ich
cytotoksycznosci, dziatania chemoprewencyjnego, immunomomodulacyjnego, indukgiji
apoptozy i innych. Istniejg jednak powazne kontrowersje dotyczace np. waskiego indeksu
terapeutycznego tych zwigzkéw, ich toksycznosci i trwatosci, a wiedza o parametrach ADMET
tych zwigzkow jest niewielka.

Recenzowana dysertacja ma posta¢ 241 stronicowe] rozprawy w jezyku angieiskim
o klasycznym ukfadzie, zawierajacej streszczenie w jezyku angielskim i polskim, czes¢
teoretyczng (wstep), zatozenia i cel pracy, opis stosowanej metodyki (materiaty i metody),
opis badan wtasnych, dyskusje wynikéw i wnioski, oraz podsumowanie. Praca zaopatrzona
jest w materialy uzupetniajace: 8 tabel i 3 ryciny. Zaprezentowany w dysertacji przeglad
pismiennictwa jest szeroki; obejmuje 302 pozycje, w wysokim procencie opublikowanych
w okresie ostatnich 5 lat. Stanowi on czytelna podstawe dla postawionej przez doktorantke
hipotezy badawczej.

We  wstgpie, stanowigcym czeé¢ teoretyczng rozprawy Autorka skupita sie na
czterech gtéwnych zagadnieniach $ciéle zwigzanych z wyborem tematyki badan:

- epidemiologii nowotworéw i stosowanych aktualnie metod leczenia, z uwzglednieniem
problemu wielolekooponoséci,

- wiasnosciach farmakologicznych zwigzkéw selenu ze szczeg6lnym uwzglednieniem
aktywnosci przeciwnowotworowej,

- aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych hydantoiny, i wreszcie

- roli wielokierunkowych badar profilu ADMET w poszukiwaniu nowych lekéw.

Cytowane we wstgpie dysertacji dane dotyczace wspomnianej powyzej tematyki
stanowity dla Doktorantki przestanke do podjecia rozszerzonych badan biologicznych
zroznicowanych pod wzgledem struktury zwiazkéw o potwierdzonej we wstepnych

badaniach aktywnosci cytotoksycznej.



Badania wfasne przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Matgorzaty Maré byty
niezwykle szerokie i dobrze zaplanowane. Biorac pod uwage cel i stosowana metodyke
mozna je podzieli¢ na trzy kolejne etapy

o Pierwszy, najszerszy z etapéw badan dotyczyt wielokierunkowego oznaczenia aktywnosci
biologicznej badanych zwigzkdw.

- Pierwsza czgS¢ tych badan polegata na testach cytotoksycznoséci wobec linii ludzkich
komorek nowotworowych neuroblastoma i astrocytoma. Badania prowadzone
z wykorzystaniem testéw MTT i MTS stanowily uzupetnienie i rozszerzenie wczesniej
przeprowadzonych badan cytotoksycznosci i dotyczyty nowotworéw uktadu nerwowego 2
trudem podlegajacych chemioterapii.

Interesujace jest, ze najaktywniejsze w tych testach okazaty sig zwigzki pochodne selenu,
selenoestry i selenobezwodnik.

- Nastgpnie Doktorantka przeprowadzita badania dziatania pro/antyoksydacyjnego
testowanych zwigzkéw, stosujac metode DPPH oraz DCFH-DA. Bylty w petni uzasadnione,
jako e dziatanie przeciwnowotworowe i chemoprewencyjne wielu zwigzkow, np.
pochodnych selenu, korelowane jest wtasnie z aktywnosciag prooksydacyjng lub
antyoksydacyjna.

- W nastgpnym etapie pani magister Mar¢ przeprowadzita badania nad synergizmem
dziatania testowanych zwigzkéw z doksorubicyna. Réwniez w tym przypadku organiczne
zwigzki selenu wykazaty najwyisza aktywnosé.

- Doktorantka badata tei zdolnos¢ inhibicji przez podlegajace testom zwiazki pomp
lekoopornosci zwigzanej z nadekspresjg glikoproteiny P (P-gp). Podobne badania byly
wczesniej prowadzone dla pochodnych hydantoiny i wykazaty silng inhibicje pompy
opornosci wielolekowej P-gpl. Testowane w trakcie badan zwiazki selenu wykazaty
réwniez aktywnos¢, niemniej znaczgco nizszg od pochodnych hydantoiny.

o W drugim etapie badari Doktorantka przeprowadzita oznaczenie wiasnosci fizykochemicznej
oraz skrining profilu ADME testowanych zwigzkow z wykorzystaniem rozlicznych metod in
vitro i in silico. Ich celem bylo oszacowanie stabilnosci metabolicznej badanych zwigzkéw i
okreslenie $ciezki biotransformacyjnej. Badania in silico prowadzone byly z wykorzystaniem
trzech programéw komputerowych (Chemicalize, SwissADME, Molinspiration) natomiast in
vitro m. in. testem przepuszczalnosci PAMPA, w modelu Cunninghamella i testem z

wykorzystaniem ludzkich mikrosomow.



© Trzeci etap polegat na przeprowadzeniu testéw bezpieczeristwa: in silico {program OSIRIS)

oraz in vitro poprzez test AMES oraz w modelu V. harveyi.
Zastosowane przez Doktorantke w 2) i 3) etapie badar zaréwno testéw in silico jak i réznych
typbw testdw in vitro dla okreslenia wiasnosci testowanych Zwigzkow bylo bardzo cenne
z punktu widzenia metodycznego. Pozwolito na poréwnanie wynikéw uzyskanych réznymi
metodami i zapewnifo wysokg wiarygodnos¢ uzyskanych danych.

Uzyskane  wyniki sa interesujace: wskazuja na wyzszg  aktywnosé
przeciwnowotworowy selenoestréw i selenobezwodnika od pochodnych hydantoiny, przy
réwnoczesnym mniej korzystnym ich profilu ADMET. Zwigzki te wyraznie wykazywaly nizsza
trwatos¢ w warunkach testéw. Réwnoczesnie z danych literaturowych wynika, Ze niektore
produkty degradacji zwiazkéw selenu wykazuja wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworows.
Niska trwatod¢, przy niskiej toksycznoici w tej sytuacji nie jest wad3y potencjalnego leku.
Testowane zwigzki selenu wykazywaty rowniez synergizm dziatania z doksorubicyng.

Zwigzki hydantoinowe z kolei, wykazywaty wieksza trwatosé i korzystniejszy profil
ADMET przy nizszej aktywnosci przeciwnowotworowej. Bardzo istotna cechq tych zwigzkéw
byta tez mocna inhibicja pomp lekoopornosci.

Reasumujgc, Doktorantka udowodnita, ie wigkszos¢ badanych zwigzkow, jako
obiecujace struktury, powinny przejé¢ do dalszych etapow badarn przedklinicznych.

Warte podsumowania sg zalety, zaréwno poznawcze jak i aplikacyjne recenzowanej pracy:

1. Przeprowadzone przez Doktorantke rozszerzone badania serii aktywnych biologicznie
zwigzkow - potencjalnych lekéw - pozwolity zidentyfikowaé struktury najlepiej rokujace jako
potencjalne leki przeciwnowotworowe.

2. Udowodnione zostaty korzystne wiaéciwosci ADMET dla badanych przedstawicieli zaréwno
zwigzkdw selenu jak i pochodnych hydantoiny.

3. Znaczgco rozszerzona zostala wiedza na  temat aktywnosci, metabolizmu
i mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego interesujacej grupy organicznych zwigzkéw
selenu.

4. Wykazana zostata moiliwoé¢ stosowania niektérych z badanych zwigzkéw w terapii
skojarzonej z innymi chemioterapeutykami

5. Dla niektérych sposréd badanych zwigzkéw wykazano wysoka zdolnos¢ inhibicji pomp

lekoopornosci.



Zagadnienia wymagajgce dodatkowego wyjasnienia przez Doktorantke w mojej opinii sa
nieliczne i maja raczej charakter pytan niz zastrzezen. Interesujace bytoby przeprowadzenie
szerszej analizy zaleznosci aktywnosé— budowa chemiczna dla zwigzkéw obydwu grup
chemicznych. Moze warto bytoby sie pokusi¢ o zaplanowanie optymalnej czgsteczki, taczacej
najlepsze wlasnosci testowanych zwigzkéw?

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze mgr Matgorzata Mar¢ przedtozyta bardzo
wartosciowg prace, wnoszgcg powazny wkfad do wiedzy na temat aktywnosci i parametrow
farmakokinetycznych niezwykle interesujacych i aktywnych potencjalnych lekéw
przeciwnowotworowych oraz dotyczacg mozliwosci stosowania tych zwigzkow w terapii
skojarzonej. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia tworzenia hipotezy badawczej,
zaprojektowania i przeprowadzenia ziozonych eksperymentow, analizy otrzymanych
wynikéw oraz formutowania wnioskéw. W mojej ocenie recenzowana rozprawa w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie
Whydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum wniosek
o dopuszczenie pani mgr Matgorzaty Marc do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage szeroki zakres i wysoki poziom recenzowanej pracy, jej walory
aplikacyjne oraz doceniajagc znaczacy dorobek publikacyjny Doktorantki (jest ona
wspotautorka oraz pierwszg autorka publikacji o sumarycznym wspétczynniku oddziatywania

ponad 20), sktadam réwniez wniosek o wyrdinienie recenzowanej pracy.
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