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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Kamili Buzun pt.” Molekularny mechanizm aktywno$ci

przeciwnowotworowej nowych pochodnych 4-tiazolidynonu”

Pani Kamila Buzun prac¢ doktorska wykonywata pod opieka dwodch promotordéw: prof. dr
hab. Anny Bielawskiej, kierownika Samodzielnej Pracowni Biotechnologii Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku oraz prof. dr hab. Romana Lesyka, kierownika Katedry Chemii
Farmaceutycznej, Organicznej i Bioorganicznej Lwowskiego Uniwersytetu Medycznego.
Praca ma charakter interdyscyplinarny. Wpisuje si¢ doskonale w gléwny nurt badawczy
chemii medycznej a mianowicie poszukiwanie nowych, skutecznych substancji mogacych
by¢ w przysztosci lekami.

Praca doktorska Pani Kamili Buzun zostata przedstawiona do recenzji w formie cyklu
czterech publikacji opublikowanych w latach 2020-2022, w czasopismach o tgcznym
wspotczynniku oddziatywania IF = 21,311, opatrzonych 30 stronicowym komentarzem. Prace
maja charakter opracowan wieloautorskich. We wszystkich Doktorantka jest pierwszym
autorem. Dotaczone do komentarza o$wiadczenia wskazuja na dominujacy (51%) udziat
Doktorantki w wykonaniu badan eksperymentalnych oraz tworzeniu manuskryptow.
Komentarz zawiera Wykaz stosowanych skrotow, Wykaz publikacji bedgcych podstawg
rozprawy doktorskiej, Wprowadzenie, Cel pracy, opis badan (Materialy i metody, Wyniki,
Dyskusja i podsumowanie), Literaturg, Streszczenie w jezyku angielskim i polskim. Do
komentarza dolaczono publikacje oraz oswiadczenia wspotautorow. Na koncu Doktorantka
umiescita ankiet¢ dorobku naukowego.

W czesci wprowadzajacej Pani Kamila Buzun podaje krotka historie leczenia nowotworow,
opisuje pochodne 4-tiazolidynonu, jako grupe zwigzkéw chemicznych o r6znorodnej
aktywnosci biologicznej, w tym przeciwnowotworowej, charakteryzuje proces autofagii i
apoptozy oraz wskazuje na topoizomerazy jako potencjalne cele molekularne dla lekoéw

przeciwnowotworowych.



Wstep wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w dysertacji oraz uzasadnia wybor
zardwno przedmiotu badan jak i ich zakresu.

Celem pracy bylo otrzymanie serii nowych pochodnych 5-[(Z,2Z)-2-chloro-3-(4-nitrofenylo)-
2-propenylideno]-4-tiazolidynonu oraz zbadanie ich aktywnosci przeciwnowotworowej. W
ramach prezentowanych badan na drodze syntezy otrzymano 48 pochodnych, uzywajac jako
substratow pochodnych 2,4-tiazolidynodionu, 2-tiokso-4-tiazolidynonu oraz (2Z2)-2-chloro-3-
(4-nitrofenylo)prop-2-enalu (Ciminalum). Reakcje prowadzono ogrzewajac substraty w
srodowisku kwasu octowego z dodatkiem octanu sodu przez 3 godziny. Strukture wszystkich
otrzymanych potaczen potwierdzono metodami spektralnymi *H NMR, *C NMR, LCMS
oraz analiza elementarng. Dla jednego zwigzku kwasu 6-{5-[(Z,2Z)-2-chloro-3-(4-
nitrofenylo)-2-propenylideno]-4-okso-2-tioksotiazolidyn-3-ylo}heksanowego wykonano
analize rentgenostrukturalng. Nast¢pnie pig¢ sposrod otrzymanych zwigzkoéw przekazano do
badan w kierunku aktywnosci przeciwnowotworowej na panelu 60 linii komorek
nowotworowych w NCI DTP (USA). Otrzymane wyniki badan wskazaly na znaczaca
aktywno$¢ przeciwnowotworowa wszystkich zwigzkéw w stosunku do linii komorek
biataczek, nowotworéw ptuc, jelita grubego, osrodkowego uktadu nerwowego, jajnikéw,
nerek, prostaty, piersi oraz czerniakéw. Dla kazdej linii komorkowej wyznaczono parametry
Glso, TGl oraz LCso. Dwa sposréd badanych zwigzkéw =z podstawnikami 4-
hydroksyfenylowym oraz karboksyetylowym hamowaly wzrost wszystkich linii
nowotworowych w stezeniu submikro- 1 mikromolowym. Uzyskane wyniki badan pozwolity
na okreslenie zaleznosci pomiedzy budowag a aktywnoscig biologiczng. Stwierdzono, ze
fragment  (2Z)-2-chloro-3-(4-nitrofenylo)prop-2-enowy w  pozycji C5  pierScienia
tiazolidynonu jest niezbedny dla aktywno$ci przeciwnowotworowej. Ponadto, analizujac
budowg aktywnych potaczen Ciminalum-tiazolidynony zauwazono, ze réwnie wazny jest
podstawnik w pozycji 3 pierScienia 4-tiazolidynonu. Pochodne zawierajace kwasy
karboksylowe oraz wspomniany wyzej podstawnik 4-hydroksyfenylowy byly najbardziej
aktywne. Brak podstawnika w pozycji 3 lub dodatkowe grupy w uktadzie pochodzacym od
aldehydu skutkowaty obnizeniem aktywnos$ci. Kolejnym etapem badan biologicznych byto
okreslenie aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do linii komoérek raka zotadka (AGS), jelita
grubego (DLD-1) oraz dwoch linii nowotworow piersi MCF-7 oraz MDA-MB-231.
Wszystkie badane zwigzki okazaly si¢ aktywne wobec zastosowanych w badaniach liniach
komorkowych. Najwyzsza aktywnoscig charakteryzowaty si¢ dwa zwigzki z podstawnikami
karkoksyetylowym oraz karboksypentylowym, dla ktorych wartosci Glsp wobec linii

nowotworow piersi zawieraly si¢ w przedziale 0,95-1,74 uM. Jednym z najczgstszych dziatan
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niepozadanych zarowno lekow przeciwnowotworowych, jak i1 kandydatow na leki jest brak
selektywnosci wobec linii komoérek nowotworowych. Wobec tego przeprowadzono réwniez
badania nowootrzymanych zwigzkoéw na prawidtowych ludzkich limfocytach krwi. Pochodne
charakteryzowaly si¢ niska cytotoksycznos$cig oraz szerokim indeksem terapeutycznym dla
linii komorkowych biataczek.

Kolejnym etapem pracy bylo zaprojektowanie oraz synteza nowej pochodnej: kwasu 2-
[5-[(Z,2Z)-2-chloro-3-(4-nitrofenylo)-2-propenylideno]-4-okso-2-tioksotiazolidyn-3-ylo}-3-
metylobutanowego. Strukture i czystos¢ nowej pochodnej potwierdzono spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego, weglowego, spektrometria mas oraz analizg
rentgenostrukturalng. Otrzymany zwigzek poddano poszerzonym badaniom biologicznym.
Badania aktywnosci prowadzono wobec dwoch linii komorek raka piersi (MCF-7 oraz MDA-
MB-231) oraz linii komoérek prawidlowych fibroblastow skory. Oceny cytotoksycznos$ci
badanych zwigzkow dokonano zgodnie z metoda Carmichael'a, okreslajac Zywotnos¢
komorek hodowanych in vitro przy uzyciu soli tetrazolowej (MTT). W badaniach
zastosowano etopozyd jako lek referencyjny. W celu potwierdzenia, ze badany zwigzek
hamuje proliferacje komorek, oceniono jego wptyw na proces biosyntezy DNA. Wlasciwosci
antyproliferacyjne okreslono poprzez ocene stopnia wbudowania [3H]tymidyny do DNA
badanych komorek. Zbadano wplyw zwigzku Les-3331 na indukcje procesu apoptozy, zmiang
mitochondrialnego potencjalu blonowego, ekspresje kaspaz inicjatorowych 8 i 9.
Wyselekcjonowany zwigzek znaczaco wptywal na zywotnos¢ komorek obu badanych linii.
Wartosci ICso wynosity 5,02 uM dla liniit MCF-7 oraz 15,24 uM dla linii MDA-MB-231
podczas gdy dla komoérek zdrowych 28,52 uM. Badanie wplywu pochodnej na proces
apoptozy wskazatlo na zalezng od dawki indukcje apoptozy zarowno na drodze
zewnatrzpochodnej 1 jak i wewnatrzpochodnej. Zaobserwowano zwigkszone hamowanie
procesu wbudowywania [*H]tymidyny do DNA co $wiadczy o wlhasciwosciach
antyproliferacyjnych badanego zwigzku. Kolejno badano wplyw pochodnej Les-3331 na
proces autofagii, sprawdzajac stezenie LC3B, LC3A oraz Beclin-1. Nowa pochodna
hamowata proces autofagii w obu liniach nowotworowych. Podj¢to réwniez probe okreslenia
mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego nowej pochodnej. Badania in silico oraz
badania enzymatyczne pozwolily na stwierdzenie, ze inhibicja topoizomerazy II jest
prawdopodobnym mechanizmem dziatania przeciwnowotworowego zwigzku Les-3331.
Ostatnim etapem badan bylo poddanie nowego zwigzku analizie ADME-Tox. Badania
wykonano we wspotpracy z grupa badawcza prof. Jadwigi Handzlik z CM UJ w Krakowie.

Okreslono mozliwo$¢ przenikania przez blony biologiczne z uzyciem systemu PAMPA,
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stabilno$¢ metaboliczng z uzyciem mikrosomow watrobowych szczurzych, mozliwo$¢
oddziatywan nowej pochodnej z innymi lekami oraz mutagenno$¢.
Badania wykazaly niskg przepuszczalno$¢ bierng badanego zwigzku. Mozna zatem
przypuszczaé, ze zaangazowane s3a inne mechanizmy np. transport aktywny w celu
osiggni¢cia stezenia wewnatrz komorki koniecznego do wywotania efektu cytotoksycznego.
Badany zwigzek Les-331 wykazat umiarkowang aktywno$¢ metaboliczng. Jako
prawdopodobny szklak metaboliczny wskazano rozktad uktadu 2-tiokso-4-tiazolidynonu. W
tescie AMESA pochodna okazata si¢ bezpieczna w niskim st¢zeniu, natomiast w wyzszych
wykazata wysokie ryzyko dzialania mutagennego. Wyniki te sugeruja mozliwe interakcje
pomigdzy Les-3331 a DNA komorek nowotworowych. Przeprowadzone badania mozna a
nawet powinny by¢ kontynuowane. Nalezaloby przeprowadzi¢ testy in vivo a takze mozna
zbada¢ zwigzek Les-3331 na innych liniach nowotworow.
Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata postawione cele badawcze.
Metodologia przeprowadzonych badan nie budzi zastrzezen. Analiza wszystkich wynikoéw
badan pozwolita na stwierdzenie, ze zwigzek Les-3331 jest potencjalnym lekiem
przeciwnowotworowym, o wielokierunkowym mechanizmie dziatania. Prezentowane badania
wzbogacaja naszg wiedz¢ na temat budowy i syntezy pochodnych 4-tiazolidynonu jako
nowych potencjalnych lekow przeciwnowotworowych oraz stanowiag nowe, wazne i
oryginalne odkrycia. Jest to niezalezny dorobek naukowy, w pelni spelniajacy wymagania dla
rozpraw doktorskich.
W trakcie czytania pracy nasunegty mi si¢ pytania na ktore chciatabym uzyska¢ odpowiedzi w
trakcie obrony pracy doktorskiej:

1. Czym byt podyktowany wybor zwigzkéw do badan?

2. Czy w badaniach wstegpnych byl stosowany lek referencyjny?

3. Czy zwigzek Les-3331 byt zaprojektowany w oparciu o badania in silico czy na

podstawie analizy SAR?
4. Czy byly réwniez proby syntezy i badan zwigzkdéw posiadajgcych podstawniki
karboksyalkilowe inne niz przedstawione w dysertacji?

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Kamili Buzun pt.
,Molecular mechanism of antocancer activity of novel 4-thiazolidinone derivatives”(tytut
oryginalny)_charakteryzuje si¢ istotnymi zaletami, do ktorych nalezy zaliczy¢ adekwatng do
postawionego celu metodyke, aktualno$¢ i warto$¢ praktyczng uzyskanych wynikow oraz
warto§ciowa dyskusje. Uwage zwracaja bardzo interesujace wyniki uzyskane w ramach

dobrze zaprojektowanych celéw 1 konsekwentnej pracy eksperymentalnej. Chciatabym
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podkresli¢ réwniez interdyscyplinarny charakter recenzowanej pracy doktorskiej. Obejmuje
ona badania z zakresu chemii medycznej, syntezy organicznej, farmakologii i biochemii.

Na szczegoélng uwage zastuguje pozostaly dorobek Doktorantki. Pani Buzun jest
wspotautorka jeszcze trzech publikacji w prestizowych czasopismach o fgcznym
wspotczynniku oddziatywania rownym 12,377. Ponadto, brata czynny udziat w konferencjach
naukowych, zarowno w Polsce (2), jak i za granicg (4). Ponadto, odbyta staz w zakresie
technik ADME-Tox w Katedrze Technologii i Biotechnologii Lekéw CM UJ w Krakowie
oraz miesi¢czny staz W Institut Gustave Roussy w Paryzu.

Rozprawa doktorska Pani Kamili Buzun w pelni spelnia wymagania stawiane tego typu
rozprawom naukowym, dlatego wnosz¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o nadanie mgr Kamili Buzun stopnia doktora nauk

farmaceutycznych.



