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w»Analiza aktywnosci biologicznej funkcjonalizowanych siarkg pochodnych

weglowodanéw jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych”
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dr hab. Tomasza Poptawskiego , prof. nadzw. Ut
w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu t.édzkiego

Kancerogeneza to niezwykle skomplikowany i wieloczynnikowy proces, ktory moze
trwac latami. Wedtug szacunkdéw 80% przypadkéw nowotworzenia spowodowanych jest
ingerencjg szkodliwego czynnika zewnetrznego, promieniowania, wirusa, substanciji
chemicznych. Ryzyko zachorowania na nowotwor zwiekszajg okreslone predyspozycje
genetyczne. Historia choroby w rodzinie nie przesgdza o wystgpieniu nowotworu, w tym
aspekcie dziedziczone sg jedynie predyspozycje, ktére mogg by¢ sprzyjajgce rozwojowi
choroby. Tak wiec w wyniku dziatania czynnikbw zewnetrznych lub wewnetrznych
rozpoczyna sie proces kancerogenezy. Komorka moze sie obroni¢ jesli jest w stanie
naprawic¢ uszkodzony DNA lub doprowadzi¢ do zaprogramowanej smierci, czyli apoptozy.
Badania molekularne okreslajgce proces kancerogenezy sg jednak bardzo trudne,
a rozwdj choroby nowotworowej zalezy od jej indywidualnego charakteru. Tym bardziej,
strategie terapeutyczne, ktére powinny odpowiadaé spersonalizowanemu Kklinicznie
obrazowi choroby mnozg liczne rozwigzania ktorych skutecznosé jest wypadkowg wielu
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czynnikow, takich jak wiek, pte¢, przynaleznos¢ etniczna, czas trwania oraz diagnozy,
wspoétwystepowanie innych choréb ukfadowych oraz typ nowotworu, miesaki, chtoniaki,

biataczki, glejaki, czerniaki i inne.

Weglowodany i ich pochodne dzieki swoim wiasciwo$ciom chemicznym
i biologicznym stanowig interesujgcg grupe zwigzkdéw organicznych o duzym potencjale
terapeutycznym. Spoéréd innych grup zwigzkéw organicznych wyrdznia je przede
wszystkim tatwos¢ i réznorodno$¢ modyfikacji polegajgca na przytgczaniu do czesci
cukrowej innych weglowodanoéw i grup chemicznych o réznym charakterze. Najwiekszy
potencjat terapeutyczny wykazujg tiocukry ze wzgledu na obecno$¢ siarki w swojej
strukturze. Atom siarki w tiocukrach wystepuje jako heteroatom, w wigzaniu S-
glikozydowym tgczgcym weglowodany i inne grupy chemiczne lub tez jest jednym
z elementow grup funkcyjnych. Zastgpienie atomu tlenu siarkg zmienia witasciwosci
biologiczne i fizykochemiczne tak zmodyfikowanych weglowodanéw. Dlatego, dziatalnosc
naukowa mgr Anny Czubatka-Bienkowskiej zastuguje na wyjgtkowe uznanie, poniewaz
zajeta sie dogtebnym poznaniem mozliwosci zastosowania funkcjonalizowanych
pochodnych weglowodandéw w terapii przeciwnowotworowej. Badania aktywnosci
przeciwnowotworowej w warunkach in vitro nowo zaprojektowanych i zsyntetyzowanych
funkcjonalizowanych siarkg weglowodanow i ich pochodnych prowadzono we wspotpracy
z Katedrg Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Wilkes, USA. Badania przeprowadzone
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byly finansowane w ramach Grantu Narodowego
Centrum  Nauki PRELUDIUM nr DEC-2014/15/N/NZ7/02949  ,Wiasciwosci
przeciwnowotworowe glikozylowanych tiosemikarbazyddéw”, Grantu Narodowego Centrum
Nauki OPUS nr 2011/01/B/NZ4/03391 ,Modulacja przez tiocukry naprawy DNA
indukowanej lekami uzywanymi w terapii nowotwordow” oraz dotacji celowej na
finansowanie dziatalnoSci polegajgcej na prowadzeniu badan naukowych lub prac
rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzgcych rozwojowi miodych naukowcow
oraz uczestnikéw studiéw doktoranckich przyznana przez Dziekana Wydziatu BiOS UL
wroku 2014, 2015 i 2016. Ponadto, badania realizowane byly w ramach projektu
.Doktoranci — Regionalna Inwestycja w Mtodych Naukowcéw nauk przyrodniczych

i technologicznych - Akronim — D-RIM BIO” realizowanego przez Biuro Programéw
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Badawczych i Strukturalnych Ut w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki,
Poddziatania 8.2.1.

W swoich badaniach Doktorantka zastosowata szereg metod nowoczesnej biologii
molekularnej, w tym mikroptytkowe analizy z przeciwciatami, metody cytometryczne,
enzymatyczny test kometowy, putapki spinowe, TUNEL, technike gPCR-Tagman, dzieki
czemu doprowadzity one do waznych wnioskéw mogacych mie¢ swoje zastosowanie
w praktyce klinicznej. W tym celu zaplanowano realizacje nastepujgcych problemow
badawczych: 1) okreslenie cytotoksycznych i genotoksycznych wiasciwosci badanych
zwigzkoéw w komorkach; 2) okreslenie zdolnosci badanych zwigzkéw do bezposrednich
interakcji z DNA,; 3) ocene zdolnosci badanych zwigzkdéw do indukcji procesu apoptozy lub
nekrozy w komoérkach nowotworowych; 4) analize zmian w ekspresji kluczowych genow
kodujacych biatka zwigzane z odpowiedzig komoérek na badane zwigzki; 5) analize stresu
oksydacyjnego indukowanego przez badane zwigzki w komoérkach nowotworowych; 6)

oceng zdolnosci badanych zwigzkéw do modulacji proceséw naprawy DNA.

Przechodzac do merytorycznej oceny pracy mgr Anny Czubatka-Bienkowskigj
nalezy podkreslic, iz podstawg ubiegania sie¢ o stopien naukowy doktora przez Panig
Magister jest monograficzny cykl publikacji pt.: ,Analiza aktywnoéci biologicznej
funkcjonalizowanych siarkg pochodnych weglowodanow jako potencjalnych lekdw
przeciwnowotworowych”, ktorego tematyka jest $cisle zwigzana z zainteresowaniami
naukowymi Doktorantki. W sktad cyklu wchodzg 3 publikacje o tacznym IF wg roku
publikacji 10,505 oraz punktacji MNiSW 105 pkt. Chciatbym jednoznacznie stwierdzic,
ze przedstawiony cykl prac zawiera kompleksowg ocene wiasciwosci
przeciwnowotworowych szeregu wybranych funkcjonalizowanych siarkg weglowodanéw
iich pochodnych z uwzglednieniem ich modyfikacji chemicznych oraz specyfiki
odzialywania na wybrane linie komérek nowotworowych. Badania in vitro przeprowadzono
na hodowlach komérek linii: raka szyjki macicy Hela, niedrobnokomorkowego raka ptuc
Ab549, raka jelita grubego LoVo, raka piersi MCF7, raka jajnika A2780, glejaka MO59J
i przewlektej biataczce szpikowej K562. W pracy oceniano aktywno$¢ biologiczng 12
funkcjonalizowanych siarkg weglowodandw i ich pochodnych funkcjonalnie podzielonych
na 5 grup: mono-tiocukry, w ktérych siarka wystepuje jako heteroatom, zwigzek z siarka
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w tancuchu bocznym w grupie metanosulfonamidowej, S-glikozylowany dwucukrem
anhydrocukier, S-glikozylowane laktozg, arabinozg, galaktozg i glukoza tiosemikarbazydy
oraz anhydrocukry. Uzyskane w pracy wyniki potwierdzity potencjat przeciwnowotworowy
funkcjonalizowanych siarka weglowodandw i ich pochodnych oraz wskazaty kierunki
przysztych modyfikacji. Wykazano, ze najbardziej wartosciowg grupg zwigzkéw sg mono-
tiocukry. Zwigzki te wykazywaly wiasciwosci cytotoksyczne oraz pro-oksydacyjne
wzgledem komorek nowotworowych, ktérych konsekwencja byty indukowane uszkodzenia
DNA. Ponadto, wykazano, ze mechanizm indukcji stresu oksydacyjnego przez badane
mono-tiocukry zwigzany byt z indukcjg ekspresji genu NOX5 kodujgcego oksydaze
5 NADPH.

Bardzo interesujgce wiasciwosci wykazywata pochodna weglowodanu z motywem
metanosulfonamidowym, 1,5-anhydro-6-deoxy-sulfamido-D-glucitol. Doktorantka sugeruje,
ze zwigzek ten nie dziata cytotoksycznie na komérki nowotworowe i wykazuje znacznie
mniejsze wiasciwosci pro-oksydacyjne niz mono-tiocukry, a jego gtownym efektem
dziatania jest indukcja uszkodzen DNA w komorkach nowotworowych wynikajaca
z bezposredniej interakcji z DNA, preferencyjnie z parami A-T, przez wigkszy rowek DNA.
Bardzo prosze Doktorantke o rozwiniecie uzasadnienia, ktére wskazuje na genotoksyczne

wlasciwosci badanego zwiazku, przy jednoczesnym braku aktywnosci cytotoksycznych dla

komorek nowotworowych, jaki specyficzny charakter majg _uszkodzenia DNA, zmiany

konformacyjne, modyfikacje zasad, zmiany ramki odczytu i inne?

Uszkodzenia DNA indukowaly tez S-glikozylowane tiosemikarbazydy zaleznie od
struktury S-glikozylowanego tiosemikarbazydu i byly najsilniejsze gdy cze$¢ cukrowg
stanowit disacharyd potgczony wigzaniem S-glikozydowym z rdzeniem anhydrocukier-
tiosemikarbazyd. Doktorantka sugeruje, ze ta grupa pochodnych indukuje uszkodzenia
DNA na drodze nie zwigzanej z indukcjg stresu oksydacyjnego, czy tez apoptozy.
Prawdopodobnym mechanizmem dziatania jest hamowanie sktadania biatek w komaorkach

nowotworowych inkubowanych z badanymi zwigzkami. Bardzo prosze Doktorantke

0 rozwiniecie uzasadnienia, kiére wskazuje na indukecje szlaku UPR (Unfolded Protein

Responce) w mechanizmie zaleznym od stresu retikulum endoplazmatycznego-ER, jakie
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moga by¢ konsekwencie na poziomie komadrkowym z uwzglednieniem translacji biatek

oraz apoptozy?

W odniesieniu do uzyskanych wynikow zrealizowana praca doktorska wpisuje sie
w ogoélnoswiatowy trend poszukiwania nowych zwigzkow o wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej oraz niskiej cytotoksycznosci wzgledem komorek prawidtowych,
co ma na celu wyeliminowanie efektow ubocznych stosowanej chemioterapii. Choroby
nowotworowe, pomimo wielu prob wprowadzenia nowych spersonalizowanych
i skutecznych terapii obejmujgcych stosowanie inhibitoréw: angiogenezy, naprawy DNA,
cyklu komoérkowego, receptorow hormonalnych oraz czynnikéw wzrostu stanowig wcigz,
po chorobach ukfadu krgzenia, drugg przyczyne zgondw. Jedna z przyczyn niskKiej
skutecznosci terapii przeciwnowotworowych lezy u podstaw wieloczynnikowego
mechanizmu transformacji nowotworowej, co ogranicza mozliwosci stosowania
uniwersalnych protokotéw leczniczych. Dlatego, w oparciu o ostatecznie potwierdzong
diagnostyke uwzgledniajgcg cytologiczne i fizjologiczne wyznaczniki réznorodnosci
nowotworéw kluczowe jest okreslenie najbardziej efektywnej strategii leczenia. Bardzo

prosze Doktorantke o rozwiniecie uzasadnienia, kidre potwierdza skuteczno$¢ i/lub

specyficznosé stosowanych w pracy zwiazkow do leczenia badanych nowotwordw: raka

szyjki_macicy, niedrobnokomérkowego raka ptuc, raka jelita _grubego, raka piersi, raka

jajnika, glejaka i przewlekiej biataczki szpikowej?

W podsumowaniu oceny merytorycznej nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki sg
kluczowe dla identyfikacji mechanizméw dziatania tiocukrow oraz ich potencjalnych
mozliwosci wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej. Wyniki pracy doktorskiej
stanowig tym samym podstawe chemii medycznej tiocukrow, co w przysztosci moze
przyczyni¢ sie do opracowania nowych pochodnych stosowanych jako leki
przeciwnowotworowe. Nalezy podkresli¢, ze tematyka badan jest unikalna w skali
Swiatowej, a zrozumienie mechanizmu dziatania funkcjonalizowanych siarka
weglowodandw i ich pochodnych ma zasadnicze znaczenie dla dalszego rozwoju tego
kierunku badan. Jest wysoce prawdopodobne, ze zapoczgtkowane w pracy nowatorskie

badania mogg stanowi¢ punkt wyjscia do badan in vivo oraz badan klinicznych.
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Poddajac ocenie rozprawe doktorskg mgr Anny Czubatka-Bienkowskiej nalezy ze
szczegdlnym uwzglednieniem podkreslic bardzo wartosciowy tematycznie catkowity
dorobek publikacyjny, mierzony warto$ciami naukometrycznymi IF 28,229 oraz 305 pkt.
MNiSW, ktéry odzwierciedla bardzo wysokg aktywno$¢ oraz dojrzato$¢ zawodowg
Doktorantki. Potwierdza to réwniez udziat w 28 krajowych i miedzynarodowych
konferencjach nhaukowych oraz odbyte staze =zagraniczne: Kurs szkoleniowy
TransFormation.doc realizowany w ramach projektu systemowego Ministra Nauki
Szkolnictwa Wyzszego pt. ,Wsparcie systemu zarzgdzania badaniami naukowymi i ich
wynikami”; Uniwersytet w Lund, Szwecja (18.10-31.10.2015); Staz naukowy w Sveriges
lantbruksuniversitet/Swedish University of Agricultural Sciences, Division of Precision
Agriculture and Pedometrics, Department of Soil and Environment w Skarze w Szwecji;
prace w projekcie "BioSoM" - Biological Soil Mapping (02.05-02.07.2015 r.); Staz naukowy
w Sveriges lantbruksuniversitet/Swedish University of Agricultural Sciences, Division
of Precision Agriculture and Pedometrics, Department of Soil and Environment w Skarze
w Szwecji (28.03-28.04.2014).

Dlatego chciatbym podkresli¢, ze dysertacja Pani mgr Anny Czubatka-Bienkowskiej
stanowi przyktad doskonatego modelu wspotpracy Pana Prof. Tomasza Poptawskiego
oraz Doktorantki, ktéra korzystajac z wieloletniego dos$wiadczenia oraz bogatego
warsztatu naukowego swojego Promotora osiggneta wymierne efekty, ktére z catg
pewnoscig okre$lic mozna miarg sukcesu. Potwierdzeniem tego sukcesu sg
wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej, ktore opublikowane zostaty
w renomowanych czasopismach naukowym z listy JCR. Tym bardziej, potwierdza to
uzasadniona decyzja promotora Pana Prof. Tomasza Poptawskiego, ktory zdecydowat sie
na ztozenie pracy doktorskiej w formie monotematycznej ,zszywki” z cyklu recenzowanych
publikacji. Dodatkowym, bardzo waznym wyznacznikiem wartoéci uzyskanych wynikéw
i podjetej tematyki pracy doktorskiej jest ich finansowanie z grantow NCN ,Preludium’
oraz ,OPUS” realizowanych przez Doktorantke pod opieka kierownika tego autorskiego

projektu Profesora Tomasza Poptawskiego.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska

spetnia warunki okredlone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
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naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 z pdzn. zm.). Z przyjemnaosciag przedktadam do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Lodzkiego w t.odzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Anny Czubatka-Bienkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu
na wysoki poziom naukowy tej dysertacji, wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej pracy

doktorskiej.

Z powazaniem,
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