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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Cuprych-Belter
pt. ,,Synteza oraz badanie aktywnosci biologicznej izotiocyjaniandw wobec linii

komdrkowych raka pecherza moczowego”

Przedlozona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod
kierunkiem Pani prof. dr. hab. Joanny Wietrzyk i dr hab. Inz. Marcina Sienczyka, prof. PWr a
glownym obszarem pracy jest dziedzina nauk $cistych i przyrodniczych, dyscyplina - nauki
biologiczne.

Praca doktorska dotyczy niezwykle aktualnego i waznego problemu jakim sg choroby
nowotworowe, ktére to wywotane m.in. czynnikami cywilizacyjnymi przyczyniajg si¢ do
pogorszenia jakosci zycia ludzi, coraz wigkszej $miertelnosci, oraz lawinowo narastajacych
wydatkéw na ochrong zdrowia. Szczegolny przypadek nowotworu jakim jest rak pecherza
moczowego, nalezacy do chemioopornych i przeksztatcajacych si¢ czgsto w posta¢ ztosliwa, jest
ostatnio do$¢ intensywnie badany w réznych obszarach: medycznym, biologicznym a takze
chemicznym m.in. pod katem opracowania strategii, uniemozliwiajacych lub utrudniajacych jego
rozwéj w organizmie cztowieka. Najlepszym dowodem aktualnosci tematyki i wagi problemu
podjetego przez Doktorantke jest ilos¢ prac naukowych dotyczacych nowotworu pecherza
moczowego, ktore ukazaty si¢ w latach 2020-2022 tj. okoto 15 000 co daje 5000 publikacji/rok
(w/g bazy Scopus, styczen 2023). Przestana do oceny dysertacja mgr. Moniki Cuprych-Belter,

ktéra powstala we wspdlpracy z chemikami organikami, laczy elementy chemii (synteza i

charakterystyka wybranych izotiocyjanianéw; ITC) z wyraznie dominujgca czgdcig biologiczna:

wyprowadzenie i charakterystyka opornych linii nowotworowych (ocena rozwoju oporno$ci
krzyzowej komérek rakowych, indeksy Rl, analiza profilu linii nowotworowych /w tym ekspres;ji

wybranych genéw i poziomu wybranych biatek; analiza poziomu st¢zenia glutationu
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zredukowanego vs. utlenionego GSH/GSSG) + ocena wplywu dziatania biologicznego

izotiocyjanianéw na: wybrane linie rakowe (testy aktywnosci przeciwnowotworowej metoda

SRB; 1Cso), aktywnos$¢ kaspaz, apoptozg, wiasciwosci klonogenne i zmiany w cyklu
komérkowym komoérek nowotworowych, poziom wybranych bialek w lizatach linii
komérkowych raka pecherza moczowego, na ekspresj¢ i proces polimeryzacji tubulin (a, B),
stosunek poziomu stezen glutationu GSH/GSSG) z jednoczesnym wykorzystaniem technik
obrazowania (tubulin - mikroskopia fluorescencyjna) co nadaje jej pewien charakter
interdyscyplinarny i wydaje si¢ by¢ spjne z proponowanym tematem rozprawy. Sam pomyst
wykorzystania izotiocyjanianéw przeciwko nowotworom jest juz znany w literaturze od lat a
grupa izotiocyjanianowa w strukturze zwigzkéw chemicznych niesie ze soba pewne korzysci
biologiczne dla nas jak np. wptyw na podwyzszenie stezenia biatka p53, obnizenie ekspresji
biatek Bcl-2 i indukowanie apoptozy przez zwigkszenie stezenia biatek Bax uniemozliwiajac
proliferacje komoérek nowotworowych (wptyw na tworzenie komplekséw migdzybiatkowych,
asocjacja z blonami mitochondriéw, stymulacja procesu uwolnienia cytochromu ¢ z
mitochondriéw, tworzenie apoptosoméw, aktywacje kaskadowa kaspaz i destrukcje kluczowych
biatek np. cytoszkieletowych) czy tez preferencyjne reakcje z resztami cysteiny in vivo w
uktadach biologicznych (sprzeganie z glutationem GSH) tak jak i ,,wady” - duza reaktywnos¢
chemiczna grupy izotiocyjanianowej w reakcjach z innego typu nukleofilami np. azotowymi czy
tlenowymi moze przyczynia¢ si¢ do szybkiej transformacji w inny zwigzek chemiczny in vivo w
komorkach (nieoczekiwany wielokierunkowy metabolizm izotiocyjanianéw) gdzie moze
teoretycznie pojawi¢ sig toksyczno$¢ wobec zdrowych komorek. A zatem wykorzystanie tej
grupy zwigzkéw w sposob efektywny i kontrolowany (selektywny) przeciwko komérkom
nowotworowym stanowi wyzwanie w $wietle powyzszych informacji a takze dalszych doniesief
literaturowych na temat tego iz: spozycie np. warzyw kapustowatych, zawierajacych m.in.
izotiocyjaniany: allilu (AITC), benzylu (BITC), fenetylu (PEITC) czy izotiocyjanianu sulfotlenku
metylo-butylowego — sulforafanu (SFN) ale i ... tez zawierajacych odpowiednie nitryle czy
izocyjaniany pochodzace z katabolizmu glukozynolanéw przez mirozynazy (S-glikozydazy)
wiaze si¢ z 0golng obnizong zachorowalnosécia na nowotwory, o ich wielu celach molekularnych
i jednoczesnie sprzecznych doniesieniach literaturowych o skrajnie niskiej toksycznosci

(efektach ubocznych) tej klasy zwiazkow jak i jednoczesnie np. hepatotoksycznosci ... Zdolnosé




do akumulacji ITC w moczu i tkance pecherza moczowego racjonalizuja w wysokim stopniu
dobér przez Doktorantke zwigzkéw (typu pochodnych) przeznaczonych do walki z wybranymi

liniami nowotworowymi.
Ocena organizacji dysertacyi i formy jej prezentacyi i tla literaturowego

Praca doktorska liczy 238 stron i zawiera 38 rycin i 38 tabel i 2 schematy reakcji, ktorych
spis zostat umieszczony pod koniec dysertacji. Juz w tym miejscu nalezy zaznaczyC, ze spis tabel
I rycin bylby konieczny z podpisami gdyby odpowiednie podpisy nie zostaty umieszczone juz w
samej dysertacji. Nie jest tez jasnym dlaczego w spisie tabel, rycin i rysunkéw umieszczonym
na koncu dysertacji dotyczace ich podpisy nie s3 toisame z tymi wystepujacymi w
dysertacji (np. Ryc. 18, Ryc. 25 etc.). Praca zostala podzielona raczej w sposob klasyczny na
rozdzialy opisujace odpowiednio: streszczenie (2 strony), wykaz uzywanych skrétow (8 stron),
wstep (53 strony), zwigzto sformutowany cel pracy (1 strona), materiaty i metody (41 stron),
uzyskane wyniki (68 stron) i ich dyskusje (18 stron), wnioski (1 strona), spis literatury (16 stron)
a takze wspomniany juz spis rycin, tabel i rysunkéw (6 stron) i spis dorobku naukowego i
wystgpien Doktorantki (2 strony). Zatem uktad i proporcje rozprawy (128 stron dysertacji
stanowi opis eksperymentéw i dyskusja wynikow z wnioskami tj. ponad polowa dysertacji) nie
budza zastrzezen. Moze mozna by bylo bardziej wyeksponowaé formalny cel pracy (na poczatku
dysertacji) ale jest to oczywiscie kwestia indywidualnego spojrzenia. Autorka po czesci to zrobita
opisujac cel w streszczeniu pracy... O warto$ci naukowej ocenianych dysertacji nie decyduje
oczywiscie ilo$¢ zapisanych stron a jej oryginalno$¢ i zawarto§¢ merytoryczna, ktéra w
Swietle znaczenia uzyskanych przez Doktorantke wynikéw biologicznych przedstawia sie
obiecujaco. Praca jest napisana naprawde poprawnym jezykiem i tylko w nielicznych
przypadkach mozna byto doszukaé sie¢ drobnych bledéw edytorskich, literowek, niezrecznych

sformutowan, ktérych wybrane przyklady wymieniam ponize;j:
1) str. 91, ,,aldehydu 3-fosforanowego gliceryny”
2) str, 101, ,,tionulu”

3) str. 102 ,,izokrata”




4) str. 145, ,,ocng”
5) str. 206, ,,zwiazki o najprostszych i najkrétszych strukturach” (?)

6) str. 155 ,,... zdecydowano,, iz w trakcie drugiej syntezy powstang zwiazki zawierajace

wylacznie estry metylowe izotiocyjaniandw...” (?)
7) str. 204 ,,pierscienia fenylowego” (?) etc.

Cze$¢ teoretyczna pracy zostala kompetentnie opisana w oparciu o aktualng literature i
najnowszy stan wiedzy, poruszajac kwestie epidemiologii, czynnikow ryzyka oraz diagnostyki
badanego w pracy nowotworu pecherza moczowego na tle krajowym. Poruszona zostata tutaj
klasyfikacja histopatologiczna nowotworéw pecherza moczowego czy tez problem markerow
molekularnych oraz opisane zostaly strategie stosowane w leczeniu tego typu nowotworow. Dalej
we wstepie zostaly opisane procesy lekoopornosci nowotworow na stosowane terapeutyki i
kwestie zwiazane z abundancja izotiocyjanianéw w przyrodzie, enzymow bioracych udziat w
katabolizmie tych zwiazkéw oraz trochg miejsca zostalo poswigcone efektom biologicznym
towarzyszacym uzyciu izotiocyjanianéw in vivo. Calo$¢ czgéci teoretycznej z pewnoscig daje
dobre tlo i wprowadza w tematyke pracy. Ciekawym jest fakt iz we wprowadzeniu
teoretycznym do pracy struktury izotiocyjanianéw sa przedstawione prawidlowo podczas
gdy w czeSci eksperymentalnej juz nie, tj. z blednymi katami mie¢dzywiazaniowymi (Tabela
27, str. 146) a w przypadku izotiocyjanianu estru metylowego a-metyloalaniny (ITC-Aib-
OMe, Tabela 27, str. 149) zastosowano generalnie bledny wzér chemiczny — brak grupy

izotiocyjanianowej w zwigzku (?).
Obiekt badan biologicznych - izotiocyjaniany

W mojej opinii charakterystyka obiektu badan biologicznych czyli analizowanych
pochodnych izotiocyjanianowych pozostawia ,,lekko” méwige niedosyt, nawet majac na uwadze
fakt, ze Doktorantka nie jest chemikiem... Jako chemik organik uwazam, ze stowo ,synteza” w
tytule dysertacji oraz jeden z trzech postawionych gléwnych celow dysertacji — ,synteza
izotiocyjanianéw”, w $wietle dalszych ich badah biologicznych zobowiazuje do

przedstawienia ,twardych” danych (poprawnej charakterystyki spektralnej) w_celu




ewentualnego poézniejszego powtdérzenia eksperymentéw dokladnie z tymi samymi

zwigzkami. Autorka opisuje, ze obiektem badan biologicznych jest szereg izotiocyjanianéw tj.
29 zwigzkéw (I seria 18 + 11 seria 11) przedstawionych w Tabeli 27 na str. 146 — 149, Dalej
Doktorantka opisuje, ze z tych 29 zwigzkéw we wspélpracy z dr. inz. Lukaszem Winiarskim
otrzymata sze$¢: ITC-Ala-OiPr; ITC-Ala-OHeks; ITC-Phe-OiPr; ITC-Phe-OHeks; ITC-Phg-
OiPr; ITC-Phg-OHeks, ktorych ,charakterystyke 'H NMR” przedstawita w Tabeli 28. Wi/g
uznawanych  standardéw  publikacyjnych w  miedzynarodowych  czasopismach
recenzowanych na $wiecie o dobrej reputacji taka charakterystyka materiatu do badan tj.
badanych ITC nie jest wystarczajaca. Co mam na mysli - jezeli wyprowadzane s nowe oporne
rakowe linie komérkowe to przedstawiane sa odpowiednie dane w celu ujawnienia ich profilu
biologicznego (charakterystyki) i analogicznie powinno to zostaé wykonane od strony
testowanych zwigzkéw. Doktorantka przedstawita w dysertacji ,,charakterystyke” dla 6 z 29
zwiazkow jedng wybrang metodg tj. 'H NMR podczas gdy do pelnej charakterystyki nowych
zwiazkow wymagane s3 przynajmniej trzy niezalezne metody (do wyboru np. HR MS; 'H NMR,
BC NMR, FT-IR, UV-vis), przy czym HPLC nie jest brane z oczywistych wzgledéw pod uwage
(chromatogram mozna przedstawi¢ ujawniajgc wylacznie czysto$é zwigzku i to jeszcze nie w
kazdym przypadku [!]). Pozostaje tez pytanie o charakterystyke pozostatych izotiocyjanianéw
badanych biologicznie przez Doktorantke a zsyntezowanych przez dr. hab. Tomasza
Goszezynskiego /IITD PAN, Laboratorium Chemii Biomedycznej, Zaktad Onkologii/ i dr inz.
Waldemara Goldemana /PWr, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Organicznej/, ktora nie zostata
ukazana w ocenianej dysertacji ani chyba do tej pory opublikowana... (?) Niestety nie znalaztem
zatgczonych kopii widm 'H NMR otrzymanych zwiazkéw ani ich pelnej charakterystyki ....a i
w tej przedstawionej w Tabeli 28 znajduja si¢ intrygujace dane. Dla pochodnej np. ITC-Phe-OiPr
Doktorantka podaje dla dubletéw przy 1,25 ppm i 1,23 ppm stala sprzezeniaJJ=1,1 Hz ... co jest
wynikiem malo prawdopodobnym — tak niska stala sprz¢zenia nie jest oczekiwana dla
analizowanego zwigzku a zatem albo zwiazek postulowany ma inng strukture albo
otrzymany wynik zostal Zle zinterpretowany (prosz¢ o komentarz). Ten sam problem
wystepuje w Tabeli 28 dla zwigzku ITC-Phe-OHeks dla ktorego jedna ze stalych sprzezen
ma przypisang kontrowersyjng warto§¢ J ~ 22 Hz dla sygnala przy 3,16 ppm (ddd)? -

prosz¢ o komentarz. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie czy i jak Doktorantka uczestniczac




w syntezie zwigzkéw i ich charakterystyce weryfikowala poprawno$¢ przypisania sygnalow
w widmach "H NMR? Czy otrzymane zwiazki zostaly scharakteryzowane innymi metodami
(jezeli tak to poprosz¢ o przyklad)? Jak dokladnie okreslano czystos¢ zwigzkow dalej
poddawanych badaniom biologicznym? Innym problemem jest to, ze wigkszoS¢ z
izotiocyjanianéw zostaly poddane badaniom biologicznym jako racematy... a znamy
przeciez juz niejeden przyktad mieszanin racemicznych, w ktérych tylko jeden z enancjomerow
wykazywat pozyteczng aktywno$¢ biologiczng a drugi byt teratogenem, hamujacym angiogeneze

w rozwijajacych si¢ koficzynach — patrz znany problem z talidomidem.
Badeania antyproliferacyjne i zwigzane z ustaleniem mechanizmu dzialania analizowanych ITC

W czesei biologicznej, ktéra jest glownym obszarem zainteresowan Doktorantki, wykonana
zostala solidna praca, ktorej nie mozna by bylo zrealizowal bez petnego zaangazowania i
wysokiego poziomu warsztatowego Doktorantki. Przede wszystkim trzeba wspomnie¢ o tym, ze
Doktorantaka wykazata si¢ talentem eksperymentalnym podczas przygotowywania sobie
zaplecza biologicznego do badan tzn. wyprowadzenia i charakterystyki linii komérkowych raka
pecherza moczowego np. linii UM-UC-3 opornych na cisplatyne (CDDP), winblastyng (VBL),
gemcytabing (GEM) oraz cisplatyng i gemcytabing (CDDP/GEM) gdzie wykonata ponad 100
pasazy w ciggu roku. Doktorantka w sumie przeprowadzita kompleksowa charakterystyke profilu
komérek 12 linii lekoopornych raka pecherza moczowego i 3 linii referencyjnych — zatem
kolekcja linii do badan eksperymentalnych byla imponujaca (1), szczegolnie w  aspekcie
analizowanego typu nowotworu. Wszystkie wartosci 1Cso(™M)  zostaly zaopatrzone w dane
dotyczace rozpigtosci tych wartosci w kolejnych oznaczeniach (w nawiasach). Badane
biologicznie izotiocyjaniany byly analizowane etapowo tzn. najpierw wstepnie oceniono ich
aktywnos¢ (metoda SRB) wobec panelu linii komérkowych (referencyjnych i lekoopornych) raka
pecherza moczowego gdzie otrzymano perspektywiczne wyniki na poziomie IC502M rzedu uM.
Najaktywniejszym byt zwiazek z kodem 1TC-Phe-OiPr, ktorego aktywnos¢ antyproliferacyjna
byla wyzsza niz tych naturalnie wystgpujacych izotiocyjanianéw wobec linii komérkowych: UM-
UC-3, UM-UC-3¢PPP UM-UC-3VBL i UM-UC-3CPPPCEM - Wobec linii podstawowych i
wyprowadzonych lekoopornych ludzkiego raka nabtonka pecherza moczowego RT-112 aktywne

zwigzki ITC-Phe-OiPr i ITC-Phg-OEt wykazaly znowu najwyzsza i obiecujacg aktywnos¢ -




IC50™ na poziomie 4-5 uM (odpowiednio w liniach komérkowych RT-112, RT-112PPP raz
RT-112YPF RT-1129M) a w linii opornej jednoczesnie na cisplatyne i gemcytabing (RT-
112CPPPIGEM)  najaktywniejszym byt ITC-Phe-OHeks. Ta ostatnia pochodna posiadajgca
podstawnik cykloheksylowy w czgsci estrowej okazata si¢ by¢ najbardziej aktywna réwniez w
liniach rodziny raka pecherza moczowego TCC-SUP na poziomie ICs") = 5-11 pM. W
ostatnim zestawie linii komorkowych nowotworu pecherza moczowego w ramach preselekcji
(linie KU-19-19, HT-1376 i 5637) najaktywniejszymi okazaty sie odpowiednio izotiocyjaniany
ITC-Phg-OEt (linie KU-19-19 i 5637) oraz ITC-Phe-OHeks (linia HT-1376). Warty podkreslenia
Jest fakt iz znakomita wigkszosé otrzymanych we wspélpracy i badanych biologicznie przez
Doktorantke izotiocyjanianéw wykazata aktywnosé antyproliferacyjng wyzszg od BITC, PEITC i
EUTC. Tutaj mam uwage, ze wyniki aktywnos$ci zebrane w Tabelach moglyby odnosi¢ si¢
tez wprost do innych znanych $rodkéw przeciwnowotworowych jak np. doksorubicyny,
aktynomycyny D eczy tez cytarabiny etc., zeby uzyskaé bezpos$rednie poréwnanie i lepiej
umiejscowi¢ badane ITC w szeregu aktywno$ci oraz ukazaé szersze korzysci z ich

zastosowania.

W dalszej czgsci Doktorantka analizujac statystycznie wyniki wylonita pochodne
izotiocyjanianowe, ktére w czesci estrowej posiadaly stosunkowo niewielki objetosciowo
podstawnik tj. grupe metylowa, etylowa i izopropylowa. Doktorantka majac na uwadze powyzszg
zalezno$¢ struktura-aktywnos¢ (SAR) i najlepsze wydajnosci otrzymywane we wstepnej fazie
syntez logicznie wybrata podstawnik metylowy w czeéci estrowej dla kolejnych 11
syntezowanych izotiocyjanianéw zawierajacych rézne centralne motywy aminokwasowe, W tym
miejscu jednak osobiScie prébowalbym jeszcze uzyskaé pewng asekuracje¢ w perspektywie
interpretacji kolejnych wynikow wlaczajac do dalszej fazy testow i dyskusji SAR pochodne
0 zroznicowanej strukturalnie cze$ci aminokwasowej posiadajgce w czesci estrowej dla
kontrastu duzy podstawnik np. podstawnik cykloheksylowy - ze wzgledu na ciekaws
aktywnos$¢ antyproliferacyjng pochodnej ITC-Phe-OHeks(!). Poza tym interesujagcym bylo
by wykonanie testow pochodnych ITC w wybranej normalnej linii komérkowej (np.
fibroblasty czy tez inne np. komérki watroby) aby zweryfikowaé informacje o toksyczno$ci
wobec zdrowych komérek (wyznaczy¢ indeksy selektywnosci). W kolejnej serii pochodnych

testowanych na linie rodziny UM-UC-3 najaktywniejszymi byty pochodne ITC zawierajace estry




metylowe oparte na strukturze Gly, Ala, BAla i GABA, czyli pochodne o mniejszych
objgtosciowo centralnych czesciach aminokwasowych (za wyjatkiem GABA). Do analizy
mechanizmu dziatania tych wybranych, najaktywniejszych izotiocyjanianéw wiaczono réwniez
dla kontrastu mniej aktywng pochodng ITC-Aib-OMe (ICs0(?M= 21,7-29,5 uM). Najbardziej
wrazliwymi na dzialanie najaktywniejszych izotiocyjanianéw ITC-Gly-OMe, ITC-Ala-OMe,
ITC-BAla-OMe i ITC-GABA-OMe jak i mniej aktywnej pochodnej ITC-Aib-OMe okazaly sie
linie komérkowe UM-UC-3, UM-UC-3VBL | UM-UC-3%M stad wymienione linie brano pod
uwage w dalszych badaniach majgcych na celu wyjasnienie mechanizmu dziatania
analizowanych zwiazkéw. Dla testowanych ITC odnotowano statystycznie istotny wzrost
aktywnosci kaspazy-3 przy wyzszych stezeniach zwigzkéw ¢ = 15 uM (ITC-GABA-OMe, ITC-
Gly-OMe, ITC-BAla-OMe i ITC-Ala-OMe) w badanych liniach natomiast w linii UM-UC-36EM
zwigzki ITC-GABA-OMe i ITC-Gly-OMe zwigkszaly aktywnos¢ kaspazy-3 juz przy ¢ = 5 pM.
Wybrany jako ,,zwigzek odniesienia” ITC-Aib-OMe w testach nie przyczyniat si¢ do wzrostu
aktywnosci kaspazy-3. Najaktywniejszymi zwigzkami w aktywacji kaspazy-3 w wybranych
liniach komérkowych byly te 2z mniejszymi objetosciowo centralnymi cze$ciami
aminokwasowymi tj. ITC-Gly-OMe i ITC-BAla-OMe. Analiza liczby komoérek apoptotycznych,
nekrotycznych i zywych po zastosowaniu ITC wykazata, ze cztery z pigciu badanych zwigzkéw
spowodowaty zréznicowane zmiany w liczbie w/w komoérek w badanych liniach komérkowych
podczas gdy ITC-AiB-OMe (zawierajacy rdzen o-metylo-Ala) takiego efektu nie wywolat,
Sugerujac si¢ wynikami wczesniejszych badan z literatury, Doktorantka nastgpnie ocenita wptyw
wybranych ITC na cykl komorkowy wykorzystujac BRAU (bromodeoksyurydyne) i PI (jodek
propidyny). W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzita, ze podobnie jak przy analizie
komorek apoptotycznych, cztery z pieciu ITC powodowaty zmiang w liczbie komérek w fazach
GO/G1, S oraz G2/M w liniach UM-UC-3, UM-UC-3VBL i UM-UC-3%™M, przy czym
najaktywniejszym w tym procesie wydawal si¢ zwigzek ITC-GABA-OMe a kompletnie
nieaktywnym zwiazek ITC-Aib-OMe, niezaleznie od uzytej linii komdrkowej. Réwniez cztery z
pieciu badanych pochodnych ITC spowodowaty obnizenie potencjatu klonogennego w badanych
liniach (przy czym najbardziej w linii UM-UC-3VBL), w przeciwienstwie do zwigzku ITC-Aib-
OMe. Przeprowadzona przez Doktorantke analiza poziomu glutationu GSH/GSSG w testach z

pochodnymi w wybranych liniach nowotworowych wykazata, ze wszystkie pochodne aktywne




przeciwnowotworowo przyczynily si¢ do obnizenia tego stosunku (w trzech liniach) w
odniesieniu do komoérek kontrolnych podczas gdy pochodna ITC-Aib-OMe zmniejszyla
proporcje glutationu GSH/GSSG tylko w dwéch liniach, tj. UM-UC-3 i UM-UC-3CEM, Testy
kinetyczne ukazaly, ze najlepszymi inhibitorami polimeryzacji tubuliny okazaly sie takze
pochodne ITC posiadajace w czesci estrowej maty podstawnik, takie jak np. ITC-Ala-OMe, dla
ktérego szybko$¢ polimeryzacji tubuliny wynosita 221,8 RFU/min czy ITC-Ala-OEt dla ktérego
odnotowano warto$¢ 234,7 RFU/min, w obu przypadkach przy ¢=25 uM. Doktorantka ustalita
rowniez, ze zwigzek ITC-GABA-OMe wpltywa na wzrost ekspresji genow kodujacych a-tubuline
(TUBAS) i B-tubuling (TUBB6) w dwoch liniach komérkowych (UM-UC-3 i UM-UC36EM) g v
linii. UM-UC-3VBL odnotowano jedynie wzrost ekspresji TUBAS. Pochodna ITC-Gly-OMe nie
indukowata ekspresji w/w genéw w zadnej linii komorkowej, pochodna ITC-BAla-OMe
wywolywala jedynie wzrost ekspresji genu TUBAS podczas gdy pochodna ITC-Ala-OMe
powodowata wzrost ekspresji obu genéw w liniach UM-UC-3 i UM-UC3%EM 3 w komérkach
UM-UC-3VB: przyczyniata sig do wzrostu ekspresji genu TUBB6 — takze otrzymane wyniki byly
dos¢ zroznicowane. Dalej Doktorantka przeprowadzita analize poziomu wybranych bialek w
lizatach komérkowych pod wplywem wytypowanych wezesniej ITC i stwierdzita, ze wszystkie
pochodne doprowadzity do wzrostu poziomu stezenia biatka regulatorowego p21, inhibitora
cyklu komoérkowego w fazie G2/M. Na zakonczenie przeprowadzono obrazowanie
mikroskopowe komoérek raka pecherza moczowego pod wptywem ITC i stwierdzono, ze prawie
wszystkie ITC (za wyjgtkiem ITC-Ala-OMe) powoduja nieprawidtowy rozklad tubuliny w
komorkach oraz jej dekompozycjg. W liniach komérkowych UM-UC-3VBL i UM-UC39EM [TC
oprécz wspomnianego efektu ITC doprowadzity do pojawienia sic komorek wielojadrzastych
oraz tych pozbawionych jadra. Autorka wyciagnela z tych wieloptaszczyznowych badan
biologicznych szereg ciekawych wnioskéw, m.in. ze podwyzszenie poziomu biatka p21
niekoniecznie musi by¢ zwigzane z rozwojem opornosci na cisplatyng — badania w liniach RT-
112€PPP i UM-UC-3°PPP oraz, ze oporno$é komérek na winblastyng nie jest zwigzana ze
spadkiem glutationu catkowitego. Z kolei wyniki testow antyproliferacyjnych na komoérkach
opornych na gemcytabing uwidocznily szeroka opornosé krzyzowa komérek linii TCC-SUPCEM
(niskg na cisplatyne i doksorubicyne ale wysoka na kombretastatyne A4, paklitaksel, winblastyne

i winorelbing), w przeciwiefistwie do linii komérkowych RT-1126EM | UM-UC-3GEM. W




badaniach z ITC wykazano wptyw dlugosci tancucha alkilowego w strukturze na aktywno$¢
antyproliferacyjng (im krotszy tym wyzsza aktywno$c) oraz wptyw rodzaju grupy przytaczonej
do tego lancucha a takze, ze male podstawniki w ramach grupy estrowej ITC czgsto gwarantujg
atrakcyjna aktywno$¢ antyproliferacyjng. Doktorantka ustalita fakt, ze za zdolnos¢
izotiocyjanianow do hamowania procesu polimeryzacji tubuliny odpowiada w duzej mierze
obecno$é grupy -N=C=S. Majac na uwadze labilno$¢ strukturaing izotiocyjanianéw (ITC),
uwazam, Ze interesujacym by bylo przekona¢ si¢ w jakiej postaci chemicznej sa one obecne
w badanych liniach komérkowych, jaka jest ich stabilno§¢ metaboliczna w komérkach
podczas testow — czy Autorka pracy to rozwazala? Przy badaniach z glutationem
(GSH/GSSG) Autorka stwierdzita na str. 211, ze ., Metabolity izotiocyjanianow z glutationem sa
usuwane na zewngtrz komérki gdzie dochodzi do ich hydrolizy, a uwolnione dzigki temu
izotiocyjaniany z powrotem mogg wroci¢ do komorki [275, 276].” ... a w wyniku reakcji
pomiedzy ITC a GSH tworzy si¢ karbamoditioinian — czy moglaby Doktorantka wyjasni¢

jak z tego zwigzku poprzez hydroliz¢ mialby z powrotem powstawac ITC (?)

Doktorantka wspofopublikowata 4 prace w miedzynarodowych  czasopismach
recenzowanych takich jak: Life Sci. (IF=6.78, Elsevier), Cancers (IF- 6.575, MDPI), Invest. New
Drug. (IF = 3.86, Springer) oraz w Int. J. Mol. Sci. (IF=6.208, MDPI) ale nie byta w zadnej z
nich pierwszym Autorem. Udziat w tych pracach niewatpliwie wplynat na poziom i warsztat
badan przedstawionych w ramach dysertacji ale zadna z nich nie dotyczy bezposrednio materiatu
z dysertacji. Doktorantka rowniez byla wspétautorka trzech komunikatow konferencyjnych

(réwniez niezwigzanych z dysertacjg) na konferencjach w Polsce (2) i w Hiszpanii (1).
Konkluzja

Uwazam, ze tematyka pracy jest bardzo interesujgca, czgs¢ doswiadczalna pracy
doktorskiej (zwhaszcza dotyczaca analizy biologicznej) zostata dobrze zaplanowana a wyniki
zinterpretowane poprawnie co doprowadzito do szeregu interesujacych wnioskéw — a zatem
dysertacja niesie duzg zawartos¢ merytoryczng. Istniejag pewne ,niedociagnigcia” w
charakterystyce obiektu badan biologicznych, czyli tytutowych ITC ale wierze, ze Pani mgr
Monika Cuprych-Belter rozwieje wszelkie watpliwosci w trakcie publicznej obrony dysertacji.

Osobiscie jestem pod wrazeniem wieloptaszyznowej analizy biologicznej ITC z wykorzystaniem
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wyprowadzonych lekoopornych linii nowotworowych przez Doktorantke. Biorac takze pod
uwage fakt, ze Doktorantka posiada opublikowane prace naukowe (4) stwierdzam, ze
przediozona do oceny dysertacja spelnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z artykutami 186 i 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym. Zatem wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej

im. Ludwika Hirszfelda PAN o dopuszczenie mgr Moniki Cuprych-Belter do dalszych

etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych

e

w dyscyplinie nauki biologiczne.
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