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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr farm. Lidii Mielczarek

Biologiczne interakcje Selolu 5% z izotiocyjanianami

wykonanej w Katedrze Farmacji Fizycznej i Bioanalizy
Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
oraz w
Zaktadzie Biotechnologii Lekow i Bioinformatyki
Narodowego Instytutu Lekow
pod kierunkiem dr hab. n. farm. Piotra Suchockiego

i dr hab. n. med. Katarzyny Wiktorskiej jako promotora pomocniczego

Choroby nowotworowe stanowig jedng z glownych przyczyn $miertelno$ci i prognozuje sig,
ze zachorowalno$¢ na nowotwory bedzie wzrasta¢. Wedtug danych do 2025 r. liczba chorych
na nowotwory w Polsce wzrosnie do ok. 175 tysiecy. Wysoka zachorowalno$¢ stanowi
wyzwanie dla naukowcoéw do poszukiwania nowych, skutecznych struktur chemicznych o
potencjale przeciwnowotworowym. Jednym ze Zrodet takich struktur jest natura. Zwigzki
pochodzenia roslinnego i/lub ich pochodne sg od lat stosowane w prewenc;ji i leczeniu chorob
nowotworowych. Ponad 60% lekow przeciwnowotworowych jest strukturami pierwotnie
zidentyfikowanymi w $§wiecie roslin. Do najbardziej znanych nalezg alkaloidy barwinka
(Catharanthus roseus G. Don) czy cisa krotkoigtowego (Taxus brevifolia Nutt.).

Obiecujacg  grupe  zwigzkdbw  pochodzenia  roSlinnego 0  potencjale
przeciwnowotworowym stanowig izotiocyjaniany (ITC). lzotiocyjaniany sa zwigzkami
charakterystycznymi  gtownie dla rodziny Brassicaceae. Najbardziej znanymi
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przedstawicielami tej grupy sa sulforafan (SFN), izotiocyjanian allilu i izotiocyjanian fenylu.
Sa to =zwiazki wykazujace dziatanie m.in. przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe,
przeciwnowotworowe.

Badania Doktorantki sg kontynuacja dziatalno$ci naukowej od lat prowadzonej w
Katedrze Farmacji Fizycznej i Bioanalizy, dotyczacej modyfikacji struktur chemicznych
m.in.: pochodzenia roslinnego, celem nadania im wiasciwosci przeciwnowotworowych.
Jednym z osiggni¢¢ naukowych bylo opracowanie zwigzku selenu, znanego pod nazwa
komercyjng jako Selol (Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej, patent nr PL. 176530;
data wydania decyzji 1999-01-06, typ decyzji: Prawo wylaczne). W swietle przedstawionych
prac naukowych zasadne jest podjecie przez Doktorantke badan nad oceng in vitro
przeciwnowotworowego dziatania pochodnych izotiocyjanianow (ITC) w kombinacji z
cytostatykami oraz selolem.

Podstawg ocenianej pracy stanowi monograficzny zbidér o$miu prac, w tym cztery
artykuty opublikowane w czasopismach naukowych, dwa patenty i dwa zgtoszenia patentowe.
Trzy z nich to oryginalne artykuty naukowe, w tym dwa zamieszCzone w czasopismach
posiadajacych wspotczynnik oddzialywania (PLOS ONE IF 2,806; ChemMedChem IF
3,225). Jedna praca przegladowa opublikowana w Acta Poloniae Pharmaceutica Drug
Research (IF 0,531). Sumaryczny wspotczynnik oddzialywan prac zgloszonych do nadania
stopnia doktora wynosi IF 6,562, co stanowi 85 pkt. MNISW. Sredni procentowy udziat
magister Lidii Mielczarek w powstanie cyklu monograficznego wynosi: dla publikacji 44, dla
patentow 20,5, dla zgloszen patentowych 30. Nalezy doda¢, ze w dwoch pracach
eksperymentalnych, pracy przegladowej, a takze we wspomnianych zgloszeniach
patentowych (P.427216; P.426879) Doktorantka jest pierwszym wspotautorem. Fakt ten, jest
dowodem na duze zaangazowanie i wyraza ogromny naktad pracy pani Lidii Mielczarek, od
poczatkowej fazy planowania doswiadczen 1 stawiania hipotez, az do wykonania
pracochtonnych etapow badan, m.in. biologicznych badan in vitro.

Rozprawa doktorska jest opracowaniem liczacym 270 stron, w strukturze pracy
mozemy wyrdzni¢ wprowadzenie, zalozenia i cel pracy, materialy i metody badawcze,
omoéwienie wynikow, podsumowanie, wnioski oraz aneks zawierajacy prace bedace podstawg
rozprawy doktorskiej. Ponadto streszczenie rozprawy w jezyku polskim, angielskim,
pi$miennictwo i krotki opis aktywnosci naukowej magister Lidii Mielczarek.

W czesci teoretycznej Doktorantka szczegdétowo scharakteryzowata selen i jego
potencjalne wykorzystanie w terapiach przeciwnowotworowych, opisata selol z
uwzglednieniem jego odkrycia, ochrony patentowej 1 przegladu dostepnych badan odno$nie
aktywno$ci  biologicznej. Doktorantka dokonata opisu izotiocyjanianow, terapii
kombinowanej 1 jej zalet w leczeniu chorob nowotworowych. Przedstawila najczesciej
stosowane potaczenia zwigzkow roslinnych, takich jak genisteina, resweratrol czy kurkumina
z cytostatykami. Zawarla tu takze przeglad literatury przedmiotu na temat wspoldziatania
izotiocyjanianow z lekami cytostatycznymi. Pi§miennictwo w pracy stanowi 178 pozycji,
wigkszo$¢ powstata w ciggu ostatnich 10 lat.



Cel pracy, a wiec uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy selol i modyfikowane
izotiocyjaniany dziataja cytotoksycznie, zostal sformulowany w sposob czytelny i logiczny.
Cel nadrzedny zostat osiagnigty poprzez realizacj¢ celow podrzgdnych, uwzgledniajacych
okreslenie cytotoksycznego wptywu selolu i izotiocyjaniandw na wybrane linie komorkowe
prawidlowe i nowotworowe (HT-29, CRL-1790, MCF-7, MDA-MB-231, MALME3M), z
okresleniem interakcji na poziomie komorkowym.

Doktorantka bardzo dobrze opanowala warsztat metodyczny. Na ptaszczyznie
metodologicznej, planujac eksperymenty, poruszala si¢ swobodnie w obszarze
zaawansowanych technik analitycznych, wykorzystujac je w badaniach biologicznych. Pani
magister Lidia Mielczarek celem przygotowania do cze$ci eksperymentalnej dokonata
selekcji metod stosowanych w ocenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow biologicznie
czynnych [test MTT, test CVS, test zywotno$ci z jodkiem propidyny, analiza potencjatu
mitochondrialnego (praca nr 1)]. Publikacja ta stanowi zrodto informacji w zakresie podj¢tej
tematyki, niezbedne dla naukowcow podejmujacych problematyke testow cytotoksycznosci in
vitro. Dowodzi to idealnego przygotowania Doktorantki do zaplanowanych zadan
badawczych. Magister Lidia Mielczarek wykazata istotne roznice migdzy rodzajem
zastosowanej metody a uzyskang warto$cig w postaci, np. ICso. Stanowi to wazny argument,
dlaczego warto$¢ liczbowa uzyskanego wyniku powinna by¢ potwierdzana kilkoma testami.
Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw, Doktorantka do badan wybrata test
enzymatyczny MTT i test nieenzymatyczny CVS.

Doskonatym wprowadzeniem do cyklu prac doswiadczalnych jest artykut
wspotautorstwa Doktorantki (praca nr 4), w ktorym dokonano przegladu znanych z literatury
wynikow badan kombinacji ITC z innymi zwigzkami przeciwnowotworowymi. To obszerne
opracowanie pomoglo Doktorantce w wyborze kierunku badan, jak réwniez w wyborze
zwigzkow o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej i ich kombinacji z cytostatykami.

Glownym przedmiotem badan Doktorantki byty pochodne sulforafanu (SFN) —
fluorowane izoselenocyjaniany i ich modyfikacje zwigzane z liczbg grup metylenowych czy
obecnoscig podstawnikow fluoroorganicznych. Badania wykazaly, ze wprowadzenie do
struktury ITC atomu selenu nasila aktywno$¢ przeciwnowotworowsg zwigzkoéw. Analogi
sulforafanu charakteryzowaty si¢ wysokim indeksem selektywnosci w poréwnaniu do
tradycyjnych lekow przeciwnowotworowych, np. doksorubicyna, paklitaksel czy tamoksyfen.
Przeprowadzono badania majace na celu wykazanie synergizmu dzialania sulforafanu z
doksorubicyng wobec komorek raka sutka linii MDA-MB-231 oraz MCF-7. Wykazano
wzmocnienie efektu przeciwnowotworowego. Synergizm odnotowano rowniez dla
kombinacji selolu z doksorubicyng. Wymiernym efektem synergizmu moze by¢ w przysztosci
obnizenie dawek leku i obnizenie wystepowania dziatan niepozadanych doksorubicyny.

Istotnym elementem pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy polaczenie
selolu z izotiocyjaninami  bedzie wptywa¢ na  wzmocnienie ich  dzialania
przeciwnowotworowego. Wyniki $wiadczag o duzym synergizmie ich aktywnosci, W
poréwnaniu do wykorzystania tych zwigzkéw 0sobno, natomiast kombinacja tych zwigzkow
charakteryzuje si¢ wysoka selektywno$cig dziatania. Uzyskane rezultaty zachecajg do
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prowadzenia badan w warunkach in vivo. Potwierdzenie przeciwnowotworowego dziatania
opisanych kombinacji w modelu zwierzecym by¢ moze stworzy podstawy do poszerzenia
dziatalno$ci naukowej w kierunku badan klinicznych. Pozwoli to na okre$lenie
bezpieczenstwa stosowania opisanych zwigzkow.

Tematyka realizowana przez Doktorantke cechuje si¢ duzym nowatorstwem, CO
potwierdzajg przyznane jej dwa patenty, ktorych przedmiotem zastrzezenia sg nowe zwigzki,
analogi sulforafanu i metoda ich wytwarzania. Przedmiotem zastrzezenia jest rowniez
formulacja farmaceutyczna zawierajaca doksorubicyne 1 izotiocyjanian. Istotne jest
zastosowanie w formulacji jako nosnik liposomow, ktore powinny utatwia¢ pokonanie btony
komorkowe;j.

Waznym krokiem, w dalszej pracy naukowej Doktorantki, bedzie proba
komercjalizacji wynikéw badan 1 podjecie wspotpracy z otoczeniem gospodarczym. Cenne
bedzie ukierunkowanie dalszych badan na profil produkcyjny podmiotu potencjalnie
zainteresowanego nabyciem licencji. Nalezy wspomnie¢, ze Doktorantka jest wspotautorka
kolejnych dwoch zgloszen patentowych, ztozonych w Urzedzie Patentowym RP, w zakresie
ochrony wynalazku. Praca stanowi nowatorskie podejscie poszukiwania nowych zwigzkow o
pozadanych wlasnosciach farmakologicznych. Jednoczesnie jest dowodem na wykorzystanie
natury jako zrdédla zwigzkow o potencjale leczniczym, w postaci izolatow lub ich
pochodnych. Na duze wyr6znienie zastuguje nowatorski charakter pracy i uzyskane wyniki,
ktére maja potencjat zarowno aplikacyjny jak i rowniez czysto poznawczy.

W czasie pracy badawczej Doktorantka zgromadzita znaczacy dorobek naukowy w
postaci publikacji w czasopismach z listy filadelfijskiej. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywan wszystkich prac wynosi IF 26,064, co przektada si¢ na 280 punktow MNISW.
Doktorantka odbyta trzy wyjazdy naukowe, m.in. do Norwegii i Brazylii. Byla
wykonawczynia czterech projektow naukowych. Praca magisterska Doktorantki zdobyta I
miejsce w VI Ogdlnopolskim Konkursie Prac Magisterskich i Doktorskich organizowanym
przez Fundacje Hasco-Lek w 2012 roku. Uczestniczyta w 37 konferencjach, w tym w o$miu o
zasiggu migdzynarodowym i w 29 krajowych.

Pani mgr Lidia Mielczarek posiada znaczne do$wiadczenie dydaktyczne, byta
opiekunem 5. prac magisterskich (Wydzial Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet
Medyczny 1 Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski).

Ocena rozprawy doktorskiej nie bylaby peilna, bez wskazania stabszych stron i
postawienia pytan. Doktorantka do analiz cytotoksyczno$ci wybrata dwa testy -
enzymatyczny MTT i nieenzymatyczny CVS, jednoczes$nie wskazujac na ich niedoktadnosé.
Nasuwa si¢ pytanie, dlaczego do dalszych eksperymentow nie zastosowano réwniez testu z
dioctanem fluoresceiny i jodkiem propidyny, testu, ktory daje najbardziej wiarygodne wyniki,
oparte na mikroskopowej ocenie zmian zachodzacych w stymulowanej komorce?
Jednoczes$nie test 6w pozwala na okreslenie mechanizmu dziatania stymulatoréw na komorke.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej. Przedstawiona
praca §wiadczy o duzym zaangazowaniu Autorki w rozwigzanie problemu



badawczego i osiggniecie zatozonego celu. Stanowi duzg warto$¢ naukowa i poszerza wiedze
z zakresu zwigzkow o potencjale przeciwnowotworowym.

Oceniam, 7e recenzowana praca prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i
nowatorskie podejscie, spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora
nauk farmaceutycznych, wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o dopuszczenie mgr farm. Lidii
Mielczarek do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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