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Wirtualne modelowanie molekularne jest nowym kierunkiem typowania
czasteczek o pozadanym dziataniu biologicznym rozwijanym w ostatnim 20-leciu.
Poszukiwanie nowych czasteczek charakteryzujacych sie specyficznoscia dziatania
biologicznego jest fascynujaca dziedzing biochemii i chemii molekularnej, w ktorej
upatruje sie znaczgcego postepu i mozliwoSci kontrolowanej modulacji réznych
procesow biologicznych.

Tiadiazole, heterocykliczne pierScienie o sumarycznym wzorze C2N:S stanowig
ciekawa grupe zwigzkdéw organicznych o witasciwos$ciach fizykochemicznych
umozliwiajacych znalezienie miejsc docelowych, w ztoZzonych uktadach biologicznych o
charakterze interakcji z receptorami, biatkami przekaznikowymi oraz kwasami
nukleinowymi. Struktura tiadiazoli cechuje sie pewng uniwersalnoscia w mozliwosci
wytwarzania interakcji z roéznymi komponentami szlakow metabolicznych i
sygnatowych komorek wobec czego opisywane dziatania biologiczne obejmujg bardzo
szerokie spektrum. Rozwijanie struktur bazowych tiadiazoli poprzez wprowadzanie
réznych podstawnikoéw miato na celu, w oparciu o wyniki modelowania molekularnego,
wskazanie czasteczek o wiekszej specyficznoSci dziatania, ktére mogtyby postuzy¢ do

konstruowania nowych lekow.



Wytypowanie izomeru 1,3,4 tiadiazolu jako struktury wiodacej wynikato z
badania nad mozliwoSciami interakcji z czasteczkami bioorganicznymi posiadajacymi
wedlug wspotczesnej wiedzy istotne znaczenie w przebiegu kluczowych proceséw
regulujacych metabolizm i cykl komérkowy. Pochodne 1,3,4 tiadiazoli wykazujac silne
dziatanie biologiczne znalazty swoje zastosowanie w praktyce klinicznej jako diuretyki,
leki przeciwbakteryjne i przeciwpasozytnicze oraz jako substancje anaboliczne
wykorzystywane w niedozwolonym farmakologicznym wspieraniu regulacji funkcji
miesni u sportowcéw. Manipulujac rodzajami podstawnikéw i wprowadzajac pochodne
halogenkowe skonstruowano pochodne chlorowe i bromowe, w celu ulatwienia
penetracji przezblonowej i dajac mozliwos¢ wywotania silniejszych efektow
biologicznych.

Naturalnym biegiem zdarzen jest pokusa wykorzystywania nowych czasteczek w
regulacji cyklu komorkowego i indukcji apoptozy komérek nowotworowych, co
potencjalnie stwarza nadzieje na sukces w rozwoju technik systemowej terapii
przeciwnowotworowej. W dobie dzisiejszej terapie oparte na stosowaniu nowych
substancji posiadajacych jasno zdefiniowane cele molekularne pozostajga gtownym
nurtem badan wspoétczesnej onkologii. W terapii personalizowanej upatruje sie wobec
tego przetomdéw w leczeniu przeciwnowotworowym, ktéry czeSciowo osiagnieto w
ostatnich latach w odniesieniu niestety tylko do niektérych typow nowotworow
ztosliwych. Nierozstrzygnietym zagadnieniem pozostaje specyficznos$¢ terapii, redukcja
dziatan niepozadanych, oporno$¢ na leczenie, dokomdrkowa transmisja czasteczek,
szczegblnie w guzach litych lub oddzielonych naturalnymi barierami, jaka jest
mozliwo$¢ penetracji do tkanek centralnego uktadu nerwowego. Majac na uwadze te
szczegblne aspekty choroby nowotworowej transpozycja badan przedklinicznych do
terapii chorych napotyka na szereg zaskakujacych zwrotéw wobec czego ostatecznie
jedynie nieliczne czasteczki ostatecznie trafiajg do badan klinicznych wyzszych faz.
Badania nad pochodnymi tiadiazoli w aspekcie dzialania przeciwnowotworowego
dotychczas nie przyniosty przetomu a prowadzone badania kliniczne nie potwierdzity
skuteczno$ci terapii przy powaznych dziataniach niepozadanych. Nie zmienia to faktu,
ze specyficzna struktura 1,3,4 tiadiazoli posiada znaczacy potencjatl a badania nowych
pochodnych mogg stanowi¢ przetom lub znaczacy postep w poznawaniu nowych

mechanizmoéw odpowiedzi na ksenobiotyki.



Podjecie badan nad mechanizmami dziatania przeciwnowotworowego dwoch,
nowo zsyntetyzowanych pochodnych 1,3,4 tiadiazoli jest szczegdlng aktywnoScia
naukowag wpisujaca sie w nowoczesne badania przedkliniczne w onkologii
molekularnej. Uzupeinienie tych badan o ustalenie oddziatywania badanych
pochodnych z prawidlowymi komoérkami centralnego uktadu nerwowego dodatkowo
wzbogaca warto$¢ catego projektu stanowi o jego unikalno$ci i nowoczesnos$ci oraz
wysokich walorach poznawczych. Z tego powodu przedstawione w Rozprawie

Doktorskiej badania przyjmuje z najwiekszym uznaniem.

Przedstawiona do oceny Rozprawa Doktorska autorstwa Pani mgr Matgorzaty
Juszczak jest podsumowaniem badan Autorki nad nowymi pochodnymi halogenkowymi
1,3,4 tiadiazoli majacych na celu ustalenie ich dziatania przeciwnowotworowego.
Dodatkowo przeprowadzono badania nad dzialaniem neuroprotekcyjnym, ze wzgledu
na spodziewang penetracje podanych czasteczek do centralnego ukitadu nerwowego.
Rozprawe doktorska przedstawiono w postaci 155 stron wydruku komputerowego.
Przedstawiony uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich w naukach

biologicznych i medycznych i nie budzi zastrzezen.

Wstep pracy jest obszernym opracowaniem przeglagdowym obejmujacym
charakterystyke chemiczng i fizykochemiczng 1,3,4 tiadiazoli i ich pochodnych oraz
podstawowe informacje dotyczace konstruowania pochodnych w oparciu o wirtualne
modelowanie molekularne. Opisano dodatkowo poznane dotychczas mechanizmy
aktywnos$ci biologicznej pochodnych 1,3,4 tiadiazoli, wyniki wstepnych badan
klinicznych z kilkoma pochodnymi oraz wyniki badan teratogennosci badanych
zwigzkow. Szczegdétowo przedstawiono dane z piSmiennictwa wskazujace na poznane
dotychczas cele molekularne, zwigzane z podawaniem pochodnych 1,3,4 tiadiazoli, ktére
reprezentuja rozne szlaki metaboliczne i sygnalowe Eucariota. W osobnym podrozdziale
Autorka umieScita informacje dotyczace interakcji pochodnych 1,3,4 tiadiazoli z
komorkami centralnego uktadu nerwowego oraz ich wptywu na funkcje mézgu w
modelach eksperymentalnych drgawek, depresji i percepcji bélu. Wstep zostat
uzupetniony o mechanizmy dziatania przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybiczego i

przeciwpierwotniakowego oraz o zastosowania pochodnych w ochronie roslin. Bardzo



rozbudowany wstep wobec planowanych badan wydaje sie koniecznos$cig i sam w sobie

stanowi doskonata prace przegladowa mogaca stanowic¢ samodzielne opracowanie.

Cel zaplanowanych badan jest precyzyjnie sformutowany i zostat przedstawiony
poprzez cele szczeg6towe, znacznie rozbudowane i zawierajace liczne podpunkty.
Powoduje to ze cato$¢ projektu jest wielotematyczna i wymaga zastosowania wielu
technik badawczych. Tak liczne kierunki prowadzonych badan powoduja, ze wprawdzie
uzyskuje sie bardziej uszczegétowiony obraz badanego zagadnienia jednak ogranicza to
zdolnos$ci interpretacyjne. Pomimo tego uwazam, ze zaplanowane badania znacznie
przekraczaja opracowania naukowe przedstawiane w postepowaniu aplikacyjnym o

stopien doktora, co wymaga dodatkowego podkreslenia.

Wiarygodno$¢ przedstawianych dowodéw naukowych dostarczanych na
podstawie uzyskanych wynikéw badan jest uzalezniona od doboru metod badawczych
oraz precyzji ich wykonania. Zaplanowane liczne eksperymenty wymagaly od
Doktorantki bardzo szczegdétowego przygotowania laboratoryjnego oraz posiadania
biegloSci w postugiwaniu sie réoznymi metodami stosowanymi w syntezie zwigzkow
organicznych oraz technik biologii molekularnej. Opis otrzymania nowych pochodnych
halogenkowych jest bardzo skrétowy i nie zawiera kontroli wydajnosci procesu syntezy
oraz sposobdw kontrolowania homogennos$ci otrzymanych czasteczek. Przyjmuje, ze
Doktorantka otrzymata nowe czasteczki do dalszych badan technikami biologii
molekularnej od innego Zespotu badawczego, co nalezatoby zaznaczy¢ w tek$cie pracy,
nie wnikajgc w szczegbély metodyczne prowadzonej syntezy chemicznej. Ze wzgledu na
nieznang stabilno$¢ roztwordw 1,3,4 tiadiazoli w DMSO stusznie przygotowywano je
bezposrednio przed rozpoczeciem eksperymentéw. Wazne byto ustalenie toksycznosci
rozpuszczalnika stosowanego do wprowadzenia nowych pochodnych halogenkowych.

W badaniach in vitro wykorzystano liczne linie komoérek nowotworowych
pochodzenia ektodermalnego i mezenchymalnego ({acznie 7 roznych linii) oraz linie
komorek prawidtowych pochodzace z fibroblastow ludzkich, astrogleju, neuronow,
oligodendrocytow i hepatocytow. Techniki przygotowywania hodowli, pasazowania
hodowli i doboru podlozy nie budza zastrzezen. Oznaczano zywotno$¢ komorek przy
pomocy testu redukcji MTT do formazanu, oznaczano aktywnos$¢ syntezy DNA testem

wigzania bromodezoksyurydyny (BrdU). Badano dodatkowo zmiany morfologiczne



komorek hodowli z wykorzystaniem barwienia technika May-Grlnwalda-Giemsy (MGG)
i dodatkowo wykorzystujac komputerowa analize obrazéw mikroskopowych. Podczas
prowadzenia badan w liniach komérkowych wykonywano immunodetekcje biatek
technika Western-blotting. Poszukujac mechanizméw dziatania badanych zwigzkéw
badano ekspresje gendéw kodujacych biatka ERK1/2 i CREB oraz oceniano odsetki
komorek w roznych fazach cyklu komoérkowego przy wykorzystaniu cytometrii
przeplywowej z barwieniem oranzem akrydyny. Zdolno$¢ do apoptozy oceniano
wykrywajac fragmentowanie DNA w teScie ELISA a efektywno$¢ cytotoksyczng oceniano
aktywnoscia dehydrogenazy mleczanowej w podlozu hodowlanym. Komdrki
pochodzace z hodowli astrocytéow i ologodendrocytow dodatkowo badano w

mikroskopie fluorescencyjnym wykorzystujac Barwnik Hoechst 33342.

Po zakoniczeniu rozbudowanych badan molekularnych prowadzonych w liniach
komorkowych Doktorantka przeprowadzita analizy in vivo u szczuréw Wistar (wt),
ktérym indukowano nowotwor ztosliwy poprzez podskérne podanie komorek linii C6
odpowiadajacych glejakowi centralnego uktadu nerwowego i obserwujac niezaktécony
14-dniowy wzrost guza. Interwencje prowadzono z wykorzystaniem pochodnej
chlorowej 1,3,4 tiadiazolu w celu ustalenia biodystrybucji i dynamiki eliminacji badanej
substancji. Majac na uwadze krotki okres péitrwania chlorowej pochodnej 1,3,4
tiadiazolu zaplanowano badanie interwencyjne, w ktérym iniekcji podskornej komorek
linii C6 towarzyszyta implantacja pompy do ciagltej infuzji badanego zwigzku
chemicznego przez 14 dni. Badajac skutecznos$¢ terapeutyczng ustalano aktywnos¢
proliferacyjng komorek eksperymentalnie wszczepionego podskornie glejaka z
wykorzystaniem immunohistochemicznej reakcji z przeciwciatem Ki-67 i wyznaczeniem
indeksu mitotycznego MIB-1. Na przeprowadzenie doSwiadczen in vivo uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej, co zaznaczono w pracy. Uzyskane wyniki poddano analizie
probabilistycznej, nie podajac rodzaju stosowanych testow, rozktadu zmiennych ani
technik wyliczenia wielkosci grup. Nie podano réwniez punktéw odciecia wskazujacych

na odsetkowg wartos$¢ btedu wnioskowania.

Wyniki przedstawiono na 40 stronach wydruku komputerowego umieszczajac
tam liczne ryciny i fotografie. I[los¢ uzyskanych wynikéw wymaga od czytelnika

skupienia przy ocenie uzyskanych rezultatow, jednak wyniki przedstawione sg czytelnie



z wielka dbatoscig o strone graficzng. Nalezy uznad, ze jako$¢ przedstawionych fotografii
oraz grafik pochodzacych z elektroforegramow posiada wysoka warto$¢ merytoryczng i
cechuje sie wyjatkowa przejrzystoscia i czytelnoscia.

Wykorzystujac test MTT stwierdzono obnizenie zywotnosci komoérek
nowotworowych a wykorzystujac test z bromodezoksyurydyng obnizenie syntezy DNA
zalezne od dawki podczas ekspozycji na obie badane pochodne halogenkowe 1,3,4
tiadiazoli. W badaniach morfologicznych stwierdzono réwniez zalezne od dawki
obkurczanie sie komorek, ich wydluzanie i fragmentacje cytoplazmy oraz utrate
kontaktu miedzy komérkami, stosujagc oba badane zwiazki chemiczne we wszystkich
liniach komoérek nowotworowych poddanych badaniu.

Szczegétowe badania mechanizméw dzialania przeciwnowotworowego
przeprowadzono na linii A549 reprezentujacej niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
Badano szlak sygnatowy kinazy ERK1/2 oraz szlak kinazy Akt. Ustalano efekt dawki
podanej pochodnej chlorkowej 1,3,4 tiadiazolu. Stwierdzono obnizong fosforylacje kinaz
szlaku ERK1/2 oraz zmiany fosforylacji kinazy Akt. Nie stwierdzono réznic w ekspresji
genow dla biatka ERK1 oraz CREB. W linii komoérek raka niedrobnokomoérkowego ptuca
A549 pod wptywem 24 godzinnej ekspozycji na pochodng chlorkowg 1,3,4 tiadiazolu
obserwowano zahamowanie cyklu komoérkowego polegajacego na zmniejszeniu iloSci
komorek w fazie S i G2/M oraz zwiekszeniu odsetka komorek w fazie GO/G1.
Zahamowanie proliferacji w badaniu ilosci komdrek w réznych fazach cyklu
komorkowego byto zalezne od dawki. Ustalono, ze ekspozycja komorek na pochodna
chlorkowa 1,3,4 tiadiazolu zmieniata stezenie biatek kontrolujacych punkty kontrole
cyklu komoérkowego, w tym zwiekszata stezenie p27/Kipl i nieznacznie obnizata
stezenie p21Waf1/Cipl i cykliny D1. W teScie ELISA nie stwierdzono zwiekszonej
fragmentacji DNA pod wptywem badanego zwigzku chemicznego.

Badanie biodystrybucji i szybkosci eliminacji pochodnej chlorkowej 1,3,4
tiadiazolu wykazato maksymalne stezenie tkankowe po 15 min od infuzji i po 30
minutach w centralnym uktadzie nerwowym. Badana substancja byta szybko
eliminowana i po 6 godzinach od infuzji byta wykrywalna Sladowo. Istotng informacja
jest stezenie w guzie nowotworowym, 15-27 razy nizsze niz w tkankach obwodowych
(watroba, nerki, ptuca) i 45 razy nizsze niz we krwi.

Bardzo ciekawe badania in vivo nie potwierdzity skutecznosci

przeciwnowotworowej, jedynie nieznacznie obnizajac catkowita mase guza i



zmniejszajac indeks proliferacyjny. Dodatkowo poddajac badaniu inne tkanki
obwodowe nie stwierdzono morfologicznych wyktadnikéw toksycznosci prowadzonej
terapii.

Druga cze$¢ eksperymentu stanowily badania oddzialywania badanych
pochodnych halogenkowych 1,3,4 tiadiazoli na komorki prawidtowe pochodzace ze
skory (fibroblasty) i watroby (hepatocyty) oraz centralnego uktadu nerwowego.
Stwierdzono istotne dziatanie cytotoksyczne pochodnej chlorowej na wszystkie badane
linie komdrkowe z wyjatkiem fibroblastow, szczegdlnie w stezeniach powyzej 25uM.
Pochodna bromowa wykazywata w wysokich stezeniach toksyczno$¢ réwniez wobec
fibroblastow, jednak zauwazono dziatanie protekcyjne w odniesieniu do
oligodendrocytow i neurondw, zalezne od dawki, w te$cie pomiaru aktywnoSci
dehydrogenazy mleczanowej w podiozu hodowlanym. Z tego powodu rozszerzono
eksperyment o badanie neuroprotekcyjne pochodnej bromowej w liniach komorek
centralnego uktadu nerwowego. Badania zrealizowano w obecnoSci znanych
neurotoksyn, w tym glutaminianu, warunkach stresu troficznego, oraz cis-platyny.
Stwierdzono dziatanie ochronne na badane linie komérkowe w przedstawionych

modelach eksperymentalnych.

Dyskusja jest bardzo silng strong pracy, prowadzona rzeczowo i skrupulatnie
przedstawia uzyskane wyniki w odniesieniu do aktualnego i starannie dobranego
piSmiennictwa i ostroznie przedstawia hipotezy i plany kontynuacji badan nad
pochodnymi tiadiazoli. Zdobyte umiejetnosci pracy laboratoryjnej i doSwiadczenie
badawcze umozliwia Doktorantce do$¢ tatwe przeprowadzenie czytelnika przez
skomplikowane zagadnienia molekularne uwzgledniane przy projektowaniu i
wdrazaniu do badan lekéw przeciwnowotworowych i neuroprotekcyjnych. Badania daja
czeSciowa odpowiedZ na opisywanag nieskuteczno$¢ terapeutyczng oraz nasilone
dziatania niepozadane obserwowane w badaniach klinicznych. Obserwacje te daja
asumpt do badan z wykorzystaniem innych pochodnych w celu podniesienia
skutecznos$ci, zmiany profilu farmakokinetycznego i obniZenia oddzialywania na

komorki prawidtowe.

Whnioski podsumowujace bardzo rozbudowane badania zawarto w szeSciu

punktach, z ktérych za najwazniejsze uwazam opisanie dzialania neuroprotekcyjnego



pochodnej bromowej 1,3,4 tiadiazolu. To oryginalne odkrycie powinno zostac¢
potwierdzone w kolejnych badaniach z wykorzystaniem innych modeli
eksperymentalnych. Stwierdzenie dziatania przeciwnowotworowego, polegajacego
glownie na zatrzymaniu cyklu komoérkowego, na obecnym etapie stwarza wrazenie
obserwacji eksperymentalnej a nieznane przyczyny niskiej penetracji badanej

pochodnej chlorkowej do guza nowotworowego wymagaja dalszych badan.

Konkludujac stwierdzam, ze zaplanowane badania wykorzystujace rézne techniki
wspotczesnej farmakologii doswiadczalnej w tym modelowanie molekularne, synteza
nowych czasteczek, ustalanie mechanizméw molekularnych, biegtos¢ w pracy
eksperymentalnej z liniami komoérkowymi i zwierzetami laboratoryjnymi znacznie
przekraczaja wymogi stawiane pracom przedstawianym w postepowaniu aplikacyjnym
o stopien naukowy doktora. Calo$¢ przedstawionych badan cechuje sie jednak
konsekwencjg, wysoka jakos$cia metodyczng, integralno$cia merytoryczng i walorami
innowacyjnosci, co niewatpliwie jest zastugg natozonych kierunkéw badan w Zespole
kierowanym przez Promotora, posiadajacym ugruntowana wysoka pozycje w badaniach
molekularnych substancji dziatajacych antyproliferacyjnie. Realizacja tego typu badan
jest mozliwa jedynie w nielicznych osrodkach, wymaga wielkiego zaangazowania i
umiejetnosci laboratoryjnych i z tego powodu zastuguje na szczegélne uznanie i
wyroznienie.

Majac powyzsze na uwadze moja wysoka ocena cato$ci dysertacji jest podstawa do
ztozenia formalnego wniosku do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Medycyny Wsi w
Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Juszczak do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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